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1 . Le present rapport d'examen preliminaire international, etabli par I'administaration chargee de I'examen preliminaire 
international, est transmis au deposant conformement a I'article 36. 

2. Ce RAPPORT comprend 6 feuilles, y compris la presente feuille de couverture. 

IS II est accompagne d'ANNEXES, c'est-a-dire de feuilles de la description, des revendications ou des dessins qui ont 
ete modifiees et qui servent de base au present rapport ou de feuilles contenant des rectifications faites aupres de 
('administration chargee de I'examen preliminaire international (voir la regie 70.16 et ('instruction 607 des Instructions 
administratives du PCT). 

Ces annexes comprennent 1 1 feuilles. 



3. Le present rapport contient des indications relatives aux points suivants: 



d'application industrielle 
Absence d'unite de ('invention 

Declaration motivee selon ('article 35(2) quant a la nouveaute, I'activite inventive et la possibility 
d'application industrielle; citations et explications a I'appui de cette declaration 

Certains documents cites 

Irregularites dans la demande internationale 

Observations relatives a la demande internationale 
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II 
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IV 
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VI 




VII 
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Formulaire PCT/IPEA/409 (feuille de couverture) (janvier 1994) 



RAPPORT D'EXAMEN 
PRELIMINAIRE INTERNATIONAL 



Demande intemationale n° PCT/FR99/01 247 



I. Bas du rapport 

1 . Ce rapport a ete redige sur la base des elements ci-apres (les feuilles de remplacement qui ont 6te remises a 
I'office recepteur en reponse a une invitation faite conformement a I'article 14 sont considerees, dans le present 
rapport, comme "initialement deposees" et ne sont pas jointes en annexe au rapport puisqu'efles ne contiennent 
pas de modifications.) : 

Description, pages: 

1 ,6,7,9-21 ,24 version initiale 

2,2a,3-5,8,22, re?ue(s) le 23/05/2000 avec la lettre du 23/05/2000 

23 

Revendications, N°: 

-I .-i 2 regue(s) le 23/05/2000 avec la lettre du 23/05/2000 

Dessins, feuilles: 

1/7-7/7 version initiale 

2. Les modifications ont entraine I'annulation : 

□ de la description, pages : 

E9 des revendications, n os : 13 

□ des dessins, feuilles : 

3. □ Le present rapport a ete formule abstraction faite (de certaines) des modifications, qui ont ete considerees 

comme allant au-dela de I'expose de I'invention tel qu'il a ete depose, comme il est indique ci-apres 
(regie 70.2(c)) : 

4. Observations complementaires, le cas echeant : 
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V. Declaration motive s Ion I'article 35(2) quant a la nouveaut l activite inventiv et la possibilit 
d'application industrielle; citations et explications a I'appui de cette declaration 

1. Declaration 



Nouveaute Oui : Revendications 1 -2 

Non : Revendications 3-12 

Activrte inventive Oui : Revendications 1 -2 

Non : Revendications 3-12 

Possibility d'application industrielle Oui : Revendications 1-12 

Non : Revendications 



2. Citations et explications 
voir feuille separee 



VI. Certain documents cites 

1. Certains documents publies (regie 70.10) 
et /ou 

2. Divulgations non ecrites (regie 70.9) 
voir feuille separee 



VIII. Observations relatives a la demande intemationale 

Les observations suivantes sont faites au sujet de la clarte des revendications, de la description et des dessins 
et de la question de savoir si les revendications se fondent entierement sur la description : 

voir feuille separee 
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Concernant le point V 

Declaration motivee selon I'article 35(2) quant a la nouveaute, I'activite inventive 
et la possibility d'application industrielle; citations et explications a I'appui de 
cette declaration 



II est fait reference aux documents suivants: 

D1 : GB-A-2 293 238 (INCELTEC LTD ;WAKEFIELD ANDREW JEREMY (GB)) 20 
mars 1996 (1996-03-20) 

D2: WO 96 40992 A (ABBOTT LAB) 19 decembre 1996 (1996-12-19) 
D3: WO 94 03630 A (BECKMAN INSTRUMENTS INC ; ADAMS CRAIG W (US); 
DANIELS DAVID W (US)) 17 fevrier 1994 (1994-02-17) 

1 . Les documents W09828443 et Bl and STAMBROOK, Nucleic Acids Research, 
vol. 26, no. 12, 1998, cites comme document "P, X" dans le rapport de recherche 
international ne font pas partie de I'etat de la technique comme la priorite de la 
presente application parait etre valable (regie 64.1 PCT). Le document 
W09828443 pourrait cependant faire partie de I'etat de la technique dans une 
phase nationale ou regionale (comme par exemple a I'OEB). 

2. Le procede d'amplification des revendications 1 et 2 est nouveau (article 33(2) 
PCT) car la technique anterieure ne devoile pas de procede utilisant des 
sequences de blocage specifiques pour des sequences nucleotidiques 
apparentees a la sequence particuliere a amplifier. D1 decrit a la page 1 1 un 
procede qui utilise des amorces qui entrent en competition avec les amorces 
specifiques de la sequence a amplifier. Ces amorces bloquantes sont modifiees 
de maniere a empecher leur elongation. La methode de D1 ameliore done la 
specificite de I'amplification par competition entre amorces. Dans la presente 
invention une seule amorce, qui n'est pas parfaitement specifique pour la 
sequence cible, peut etre utilisee pour obtenir une amplification specifique en 
bloquant I'amplification des sequences apparentees par des sequences de 
blocage specifiques pour des parties caracteristiques de ces sequences 
apparentees. L'etat de la technique ne donne aucune indication que la specificite 
de I'amplification d'une sequence cible peut etre augmentee par rapport aux 
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sequences apparentees en utilisant des sequences de blocage durant 
I'amplification. Voila pourquoi I'objet des revendications 1 et 2 implique und 
activite inventive (article 33(3) PCT). 

3. La revendication 3 et les revendications dependantes 4-12 doivent etre 
interpretees comme visant un produit c.-a-d. un oligonucleotide utilisable entre 
autre pour bloquer un procede d'amplification selon les revendications 1 et 2 
(directives PCT III-4.8). L'objet de la revendication 3 est done uniquement 
caracterise par le fait que le produit est un oligonucleotide a base de 
desoxyribonucleotides. L'objet de la revendication 3 n'est done pas nouveau 
(article 33(2) PCT) car par exemple D1 (page 16, ligne 4) devoile un 
oligonucleotide. 

4. L'objet des revendications 4 et 5 n'est pas nouveau (article 33(2) PCT) car les 
oligonucleotides de D1 (page 11, derniere ligne) et D3 (pages 48 ligne 25 et page 
49 ligne 13) comportent un element (ddNTP), situe a I'extremite 3', qui empeche 
I'amplification. 

5. L'objet de la revendication 6 n'est pas nouveau (article 33(2) PCT) car D2 devoile 
a la page 1 1 un oligonucleotide qui comprend a son extremite 5' une sequence 
protectrice tige-boucle. D2 decrit aussi une technique de protection de I'extremite 
5' d'une amorce par I'insertion de molecules "encombrantes" a I'extremite 5*. 

6. L'objet des revendications 7 et 10 n'est pas nouveau (article 33(2) PCT) car D2 
(page 11, milieu) devoile des oligonucleotides (tige-boucles) qui s'hybrident sur 
les amorces pour empecher I'amplification. 

7. L'objet de la revendication 8 n'est pas nouveau (article 33(2) PCT) car D3 (page 
13, milieu) devoile des oligonucleotides comprenant des molecules comme la 
digoxine, biotine, differentes d'un nucleotide. Ces oligonucleotides empechent 
I'amplification en s'hybridant sur I'amorce. 

8. L'objet de la revendication 9 n'est pas nouveau (article 33(2) PCT) car D1 (page 
26, ligne 5) devoile un oligonucleotide bloquant I'amplification non specifique. Cet 
oligonucleotide est forme de 21 nucleotides et contient un ddNTP en 3'. 



Formulaire PCT/Feuille separee/409 (feuille 2) (OEB-avril 1997) 



RAPPORT D'EXAMEN Demands intemationale n° PCT/FR99/01247 
PRELIMINAIRE INTERNATIONAL - FEUILLE SEPAREE 



9. L'objet de la revendication 1 1 n'est pas nouveau (article 33(2) PCT) car D3 
devoile a la page 93, lignes 1-3 un oligonucleotide bloquant se terminant a 
I'extremite 3* par le dideoxy-GTP, c.-a-d un nucleotide dont le groupement -OH en 
3' du ribose est remplace par un -H. 

10. L'objet de la revendication 12 n'est pas nouveau (article 33(2) PCT), car les 
elements protecteurs contre I'activite des exonucleases comme le thiophosphate 
ou une boucle situees en 5' du ribose du cote 5' du nucleotide sont bien connus 
par I'homme du metier. 



Concernant le point VI 
Certains documents cites 

Le document suivant, publie (regie 70.10) apres la date de la priorite de la 
presente demande n'est pas considere comme faisant parti de I'etat de la 
technique dans cet examen preliminaire, mais pourrait jouer un role dans 
I'examen de la nouveaute dans une phase regionale ou nationale. 

Date de priorite 
(valablement 

Demande n° Date de publication Date de depdt revendiqu6e) 

Brevet n° (jour/mois/ann6e) (jour/mois/ann6e) (jour/mois/ann6e) 

WO 98 28443 02.07.1998 17.12.1997 20.12.1996 

et 6.11.1997 



Concernant le point VIII 

Observations relatives a la demande intemationale 

Dans la revendication 12 il n'est pas clair si I'amorce de la revendication 12 ou 
I'element protecteur est derive des revendications 4, 6 et 12. L'element protecteur 
ne fait pas parti de l'objet de la revendication 4. La revendication 12 n'est done 
pas claire (article 6 PCT). 
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une amorce complementaire tout aussL specifique. Toutefois, d'autres problemes 
peuvsnt apparaJtre lors du choix de la sequence a utiliser pour I'hybridation de l'amorce. 
En efFet, il arrive que la region reellement specifique soit unique et se trouve i rinterieur 
de la sequence d'int6ret Le choix d'hybrider une amorce an niveau d'une telle region 
5 implique de n'obtenir qu'une fraction plus ou mo Los importante de ladite sequence 
d'interet. On a done une perte d'information. De plus, Tobtention d'une amorce 
specifique de la sequence nucleotidique d'interet apporte un surcroit important de 
difficulty et de travail. 

Le document GB-A-2 293 238 propose des sequences de blocage qui sont 

10 associees a des amorces qui permettent Vamplification. Deux cas de figure som a 
distinguer. Premierement, les sequences de blocage sont legerement differentes des 
amorces destinies a Vamplification. Lors de leur utilisation, ily aura competition entre 
ces deux types d'amorces qfin cFeviter de mauvais appariements et des amplifications 
nan specifiques. Deuxiemement, les amorces pour Vamplification sont en amont de la 

15 sequence cible a amplifier, alors que les sequences de blocage sont differentes et 
situees en aval de ladite sequence cible, de sorte que le produit de Vamplification sera 
de taille connue l l'amorce de blocage empechant la continuity de I'etongation. Dam 
tous les cos, le blocage est realise par Vintermediaire de ddNTT en position 3\ 

Le document WO-A-96/40992 decrit un procede d 'amplification selon lequel on 

20 utilise des amorces masquees qui deviennem fonctiormelles des que necessatre. De 
telles amorces sont d iitre d'exernple obtenues par blocage a Vaide d'un nucleotide, 
notamment en forme de boucJe. 
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Avec la presente invention, on s'afiranchit des risques d'obtention de produits 
d*amplification tronques et des difficuKes a obtenir des amorces specifiques de la 
sequence nucteotidique a amplifier, puisqu'il est possible d' amplifier specifiquement la 
sequence nucleotidique d'interfit dans des conditions d' hybridation dassiques. 
5 Pour ce faire, on utilise deux types d T amorces complementaires, d'une part, un 

type d' amorces qui s'hybride indifferenunent sur toutes les sequences nucleotidiques 
apparentees et, d'autre part, un type d' amorces ou chaque amorce s'hybride sur une 
seuie de ces sequences apparentees. Les premieres, qui sonl non- specifiques, vont servir 
d' amorces pour 1' Elongation, les secondes, specifiaues de sequences nucleotidiques 
10 apparentees a la sequence d'intergt, vont servir d' amorces de blocage de 1' elongation de 
certaines de ces sequences nucleotidiques apparentees. 

Dans le cas ou on utilise un melange d'amorces non specifiques et specifiques, 
selon le choix du type de sequences specifiques utilisees, on pent empScher r elongation 
15 de certaines sequences non specifiques. 11 est alors possible de selectionner les amplicons 
que Ton obtient. 

Ainsi, on peut bloquer r amplification de certaines sequences apparentees que 

Ton ne souhaite pas amplifier, par rinterrnediaire d'un ajout de sequences 

compl&nentaires, specifiques de ces sequences apparentees, sequences complement aires 

tfc, sequence 

20 specifiques qui font office d'amorces de blocage. Ainsi on isole la ou les sequences 
d : inter St qui va ou vont etre amplifiers selectivement. On obtient done un seul amplicon 
pour chaque sequence d'interet pour laquelle aucune ambroo de blocage n*a ete ajoutee. 
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A cet effet, la prescnte invention concerneun procede d 1 amplification d'au moins 
uno sequence nucleotidique particuliere d'un acide nucleique de synthese ou naturel 
contenu dans un melange reactionnel, le melange reactionnel etant constitue d'au moins 
un acide nucleique comportant au moins deux sequences nucleoridiques apparentees 
5 et/ou d'au moins deux acides nucleiques comportant chacun au moins vine sequence 
nucleotidique apparentee ; le procede utilisant au moins un type d* amorces 
d* amplification capables de s'hybrider avec I* acide nucleique pour permettre 
I* amplification des sequences nucleotidiques apparentees* caracterise en ce qu'il consiste 
a ajouter, dans le melange reactionnel, au moins une sequence, faisant office d'ainorcc; 
10 de blocage, qui est capable : 

- de s'hybrider a au moins une sequence nucleotidique, qui n'est pas la ou les sequences 
nucleotidiques particulieres a amplifier, et 

- d'empecher a son niveau F elongation de r amorce d*ampl:fication 

sequences 

Preferentieliement, la ou les amorc e s de blocage sont capables de s'hybrider a la 

15 ou a toutes les sequences nucleotidiques, qui ne sont pas la ou les sequences 

nucleotidiques particulieres a amplifier. r 

sequence 

Premierement, dans le cas d'une amorce de blocage utilisee dans un procede 
d' amplification, tel que decrit ci-dessus, chaque amorce de blocage est un 
oligonucleotide a base de desoxyribonucleotides et/ou de ribonucleotides et/ou de 



20 nudeotides modifies, tds que des PNA ou des nucleotides thiophosphates. 

Deuxiemement, dans le cas d'une amorce ^ de blocage utili$6e dans un procede 

d' amplification, tel que decrit ci-dessus, chaque amerc e de blocage comporte au moins 

un Element qui empeche V amplification. 

^ Ainsi, 1' element, qui empeche Tamplification, est situe a 1'extremite 3' de 
b sequent* 

25 romorce de blocage et ne permet pas son elongation. 

,De phis, un autre element, qui empeche l'amplification, est situe a Textremite 5' 
t& Sequence 

de V amorc e de blocage et fait office d' element protecteun 

Chaque element, qui empSche 1' amplification, est constitue : 
- soit par un nucleotide ou nucleotide modifie ou par oligonucleotide comportant ou 
30 non au moins un nucleotide modifie ; le nucleotide, le nucleotide modifie ou 
['oligonucleotide ne s'bybride pas sur I 1 acide nucleique, 
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- soit par une molecule, differente d'un nucleotide ou dun nucleotide modiiie. 

Dans ce cas, 1'element est constitue par au moins cinq, notamment au moins dix 
et preferentielleineni au moins quinzc nucleotides, nucleotides modifies ou un melange 
de nucleotide's) et de nucleotide(s) modifie(s). 
5 Selon un premier mode de realisation et dans ie cas ou 1' element est constitue par 

un nucleotide ou nucleotide modifie ou par un oligonucleotide comportant ou non au 
moins un nucleotide modifie ; le nucleotide, le nucleotide modifie ou Tolifionucleotide 
ne s'hybride pas sur I'acide nucleique, 1' element est sufFisamment long pour permettre la 
formation d'une boucle et d'une hybridation entre les nucleotides et/ou les nucleotides 
io modules, qui constituent cette boucle 

Selon un second mode de realisation et dans le cas ou I'element est constitue par 
un nucleotide ou nucleotide modifie ou par un oligonucleotide comportant ou non au 
moins un nucleotide modifie ; le nucleotide, le nucleotide modifie ou 1' oligonucleotide 
ne s'hybride pas sur I'acide nucleique, I'element est constitue d'une " queue " de 
polynucleotides et/ou de polynucleotides modifies, qui comporte tous Jes memes bases 

Dans le cas d une amorce de blocage utilisee dans un procede d'amplification 
comportant un element qui ne permet pas J'elongation, 1'element est substitue a I'arome 
d'hydrogene du groupement hydroxyle ou au groupement hydroxyle, place en position 
3' du ribose, lui-m&ne situe a I'extremite 3 ' de I'acide nucleique. 

Dans le cas d'une enforc e de blocage utilisee dans un procede d'amplification 
comportant, en plus, un element protecteur, Teldment est : 

- substitue au phosphate place en position 5* du ribose, lui-tnSme situe a i'extr&nite 5' 
de I'acide nucleique, ou 

- greffe sur ie phosphate, place en position S* du ribose, lui-meme situe a rextremite 5' 
25 de T acide nucleique. 



15 



20 



Les figures ci-jointes sont donnees a titre d'exemple explicatif et n*ont aucun 
caractere limitatif 

La figure 1 represertte une vue schematique de principe d'une amplification d'un 
30 brin d'acide nucleique et de son brin complernentaire par rintermediaire de deux 
amorces, dans ce cas qui est le plus simple, il y a une amorce par brin. 
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La figure 2 represente une vue schematique de principe d'une amplification selon 
la figure 1 maJs utilisant la technique exposce par la presence invention. 

La figure 3 represente les differentes substitutions qui peuvent etre realisees sur 
les nucleotides de 1'amor e e de blocage ou ; 
5 - R.1 est un Element qui se trouve a Pextrernite 3' de r amorce bloquante et qui empeche 
toute elongation lors de P amplification, 

- R2 est un element qui peut trouver sur au moins une des positions T du ribose d'un 
nucleotide de Famorce bloquante et qui renforce la stabilite du duplex amorce bloquantc 

- acide nucleique, er 

10 - R3 est un element qui se trouve a Pextrernite 5* de P amorce bloquante et qui fait office 
d'element protecteur. 

La figure 4 represente le positionnement de P element Rl a Pextremite 3' de 
uc&cbuencc 

Pamc/rcc de blocage lorsque ladite amorce est hybridee a Pacide nucleique. 

La figure 5 represente le positionnement de F element R3 a Pextremite 5* de 
15 ramoVcc de blocage lorsque ladite amorce est hybridee a Pacide nucleique. 

La figure 6 represente le duplex ^^^^de blocage - acide nucleique ou X 
represente un nucleotide de PamoVec de blocage comportant Pelement R2 qui renforce 
la stabilite du duplex, en position sur le ribose de ce nucleotide. 

La figure 7 represente differentes structures qui, par ajout en position 3' de 
20 P amerce bloquante, empeche toute elongation lors de P amplification. 

La figure 8 represente differentes structures qui, par ajout en position 5' de 
P amorce bloquante, en complement des modifications en position 3', telles que 
representees a la figure 3, font office d' element protecteur en empechant la degradation 
ou rejection de Pomoroe de blocage lors de P amplification. 
25 La figure 9 represente Pelectrophoregramme correspondent au resultat de la 

reaction de sequence d*un echantillon d'ADN d'une lignee lyrnphoblastoide HLA- 
DRBIM301 et HLA-DRB3*01, observe pour la region codant pour les acides amines 
56 a 65 (selon la nomenclature officielle HLA) des genes HLA-DRB sans utilisation 
d' amorce bloquante. 

30 La figure 10 represente Pelectrophoregramme correspondant au resultat de la 

reaction de sequence d'un echantillon d'ADN d'une lignee lyrnphoblastoide HLA- 
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region correspondant au site dliybridation de i'amorce bloquante, rendant inefficace 
ramplification correspondant a I'amorce non bloquante. Ce principe, illustre sur les 
figures 1, 2 et I3 4 concerne Ic fonctionnemcnt des amorces bloquantes et des amorces 
non bloquantes. 

5 Selon la figure i, on realise une amplification avec amorces non bloquantes Pi et 

P2. De rnanierc tout a fait classique, P extension des amorces PI ex P2 s'opere et de 
multiples amplicons A sont obtenus. 

Selon la figure 2, on reprend exactement la figure 1, puisqu'il s*agit d*une 
amplification avec amorces non bloquantes PI et P2. Ncanmoins sur le brin 
10 complementaire et en aval de la progression de Pelongation de Pamorce Pi on aioute 
une sequence, faisant office d'arncfroo de blocage Plb, qui est capable de s'hybrider sur 
le brin complementaire, et d'empecher ramplification a son niveau. Dans ce cas de 
figure, il n'y aura aucun amplicon produit 

Selon la figure 13, on reprend exactement les figures 1 et 2 puisqu'il s'agit d'une 
15 amplification selective du gene G 2 par blocage des genes apparentes Gl et G3 par des 
amorces bloquantes sp6cifiques et des amorces d'amplification non spectfiques. 

LMnvention revendique Putilisarion d'amdroes de blocage comprenant des 
nucleotides modifies. Ce principe est illustre sur les figures 3 a 6. 
20 Selon la figure 3, le nucleotide peut etre modifie sur les positions 2' ou 3' du 

ribose, au niveau de Pextrernite 3* de Poligonucleotide et sur la position 5'du ribose au 
niveau de Pextrernite 5 9 dudit oligonucleotide. 

Selon la figure 4, le groupement Rl substitue, en position 3' du ribose, 
Thydroxyle et permet d'empecher Pelongation de l'extremite 3' de Pamorce par la 
25 polymerase, lorsque le duplex acide nucleique - amorce bloquante est form6. 

Selon la figure 5, !e groupement R3 substitue, en position 5' du ribose, le 
phosphate et permet de proteger Pamorce bloquante d'une degradation de Pextrernite 5' 
et/ou d'un deplacement de Pamorce bloquante, lors de Pelongation de Pamorce 
d'amplification. 

30 Selon la figure 6, le duplex acide nucleique - amorce bloquante peut etre 

renforc6 par substitution de P hydro xyle ou de Phydrogene en position 2* du ribose, cette 
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Dans le tableau 5 qui suit, i represente 1'inosine. 



u 1 oivien cu x 


INvJ 


Sequence nucleotidique (5' > 3') 


Modif 
en 5' 


ModiP 
en 3* 


JOU / 


1 


Alt til L-Qjl Lji L LCC ACA GCA CG 




- 






TCG CCG CTG CAC TGT GAA G 




- 


<oco 


3 


CCC CCC AGC ACG TTT CTT GGA GCT 


- 


C 6 -NH 2 


jVO / 




CCC CCC AGC ACG TTT CTT GGA GCT 


-acaidine 


-H 




c 


CCC ACA GCA CGT TTC TTG GAG CAi GC 




..C6-NH 2 


jo JO 


o 


CCC AGC ACG TTT CTT GGA GCT 


— 


- 


f n/o 


1 


CCC CCC AGC ACG TTT CTT GGA GCT 


- 






5 


CCC CCC AGC ACG TTT CTT GGA GiT 




— 


coo': 




CAT TTC CTC AAT GGG ACG GAG uA 


— 






i n 

IU 


CCC CCA GCA CGT TTC TTG GAG CAi GC 


* 




J7 1 / 


1 1 


CCC ACA GCA CGT TTC TTG GAG CAi GC 








i *> 
lx 


CA CGI TTC TTG CAG CAG GA 






5870 


13 


CA fiTA CCtT TTC TTfl fAfv fAr, r: a 






5871 


14 


CA iGT TTC TTG CAG CAG GA 






5881 


15 


C A GCA iGT TTC TTG CAG CAG GA 


- 




5902 


16 


CCC CCA GCA iGT TTC TTG CAG CAG GA 






5903 


17 


CCC ACA GCA LGT TTC TTG CAG CAG GA 






5913 


18 


CCC ACA GCA iGT TTC TTG CAG CAG iA 






5914 


19 


CCC CCA GCA iGT TTC TTG CAG CAG i A 

















Tableau 5 ; sequence nucleotidi que des oligonucleotides utilises comme 
amorces pour ramp lifi cation 



L'inosine, base non naturelle, est utilisee afin de fragiliser Thybride acide 
nucleique - amorce de blocage. En effet, Tinosine est relie a son nucleotide 
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complementers par deux liaisons hydrogenes ei done lorsqu^on ia subsritue a une 
pyrimidinc, ia liaison entre les deux brin S> a son niveau, est plus faible. Un gene pouvant 

SS^uiSi 65 S6neS a PP arent6s P ar URe seuie b * sc > i] «t interessant de substituer sur 
romoroo de blocage, complementaire du gene, les bases autour de cette position cruciale 
par des inosines. Le duplex acide nucleique - ambrcc de blocage devenani ainsi fragilise, 
il ne peut y avoir hybridation que si farnorce est parfaitemenl complementaire de la 
sequence genique cable* On renforce ainsi la specificite de Ji^eedf blocage. 

La presente invention concerns done un procede d 1 amplification selective de 
genes presents dan* un melange de genes apparentes, par utilisation d'amorces 
oligonucleotides bloquantes correspondant a des oligonucleotides comportant une 
extremite 3* modifiee ne permettant pas Jeur elongation lors des etapes d'amplification 
enzymatique des genes cibles. 

L'invention concerne egalernent l*utilisation d'amorces bloquantes au sens decrit 
dans la revendication 1 ( comportant une extremite 5* modifiee ne permettant pas leur 
deplacemem ou leur degradation, lors des etapes d'amplification enzymatique des genes 
cibles par une amorce specifique d'une region situee plus en 5' sur le meme gene. 

Dans le cas d une utilisation d'amorces bloquantes au sens decrit ci-dessus Ia 
modification a l'extremiti 5'est facultative. Ainsi, deux possibilites differentes existent. 

Selon un premier mode d'utilisation, le groupement -OH en 3' est remplace par 
un groupement naturellement non trouve dans la nature, comme un groupement -H, - 
phosphate, -dabcyl, ou une chaTne carbonee terminee par un groupement -Nlfc, a titre 
d'exemples. 

Selon un second mode d'utilisation, le groupement -phosphate en 5' est 
remplace par un groupement naturellement non trouve dans la nature, comme un 
groupement -DMT, acridine, -tbio phosphate, ou une structure 41 tige-boucle *\ a litre 
d'exemples. 

Les amorces bloquantes, telles que decrites ci-dessus, peuvent aussi comporter 
des modifications de V oligonucleotide en position non terminale et sont utilisees afin de 
favoriser leur hybridation sur leurs sequences cibles. 



FEUILLE MODIFI E 



Rrv. VOW:RPA-MljEMCHEi\ 04 : 23- 5- 0 : 10 : 33 : +49 89 

23-05-2000 A FR 009901247 



• 



25 



RE VESICATIONS 

1. Precede d' amplification d'au moms une sequence cucleotidique particuliere 
d'un acide nucleique de synthese ou naturel contenu dans un melange reactiotmei, le 
melange reactioimel etant constitue d 3 au moins un acide nuclelque comportant au moins 
deux sequences nucleotidiques apparentees et/ou d'au moins deux acides nucleiques 
comportant chacun au moins une sequence nucleotidique apparentee ; le pro cede 
utilisant au moins un type d'amorces d' amplification capables de s'hybrider avec 1* acide 
nucleique pour permettre rampHfication des sequences nucleotidiques apparentees, 
oaractcrisc cn cc guM l consiste a ajouter, dans le melange reactionnei, au moins une 
sequence, faisaot office d* amorc e de sequence de blocage, qui est capable : 

- de s'hybrider a au moins une sequence nucleotidique, qui n'est pas la ou les 
sequences nucleotidiques parriculieres a amplifier, et 

- d'empecher a son niveau 1* elongation de 1' amorce d' amplification. 

2. Precede, selon la revendication 1, caracterise en ce que la ou les amorces 
sequences de blocage sont capables de s'hybrider a la ou i toutes les sequences 
nucleotidiques, qui ne sont pas la ou les sequences nucleotidiques particulieres & 
amplifier. 

3. Amorce de blocage utilisee dans un procede d* amplification, selon Tune 
quelconque des revendications 1 ou 2, caracterisee par le fait que chaque amorce 
sequence de blocage est un oligonucleotide a base de desoxyribonucleotides et/ou de 
ribonucleotides et/ou de nucleotides modifies, tels que des PNA ou des nucleotides 
thiophosphates. 

4. Amorce, selon la revendication 3, caracterisee par le fait que chaque amorce 
sequence de blocage comport e au moins un element qui empeche rampHfication 

5. Amorce, selon la revendication 4, caracterisee par le fak_que 1* clement, qui 
empeche Parnplification, est situe a Textremhe 3' de ramoroo la sequence de blocage et 
ne perrnet pas son elongation. 
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6. Amorce, selon la reveadication 5, caracterise e par 1e fait que l'etement, qui 
empeche 1* amplification, est situe a Textremite 5 s de Pftflaeree la sequence de blocage et 
fait office d'element protecteur. 

7. Amorce, selon Tune des revindications 4 a 6, caracterisee par le fait que 
chaque element, qui empeche 1' amplification, est constitue par un nucleotide ou 
nucleotide modifie ou par un oligonucleotide comportanl ou non au moins \m nucleotide 
modifie ; le nucleotide, le nucleotide modifie ou r oligonucleotide ne s'hybride pas sur 
Tacide nucleique 

8. Amorce, selon Tune quelconque des revcndications 4 a 6, caracterisee par le 
fait que chaque Anient, qui empeche 1' amplification, est constitue par uae molecule, 
difference d'un nucleotide ou d*un nucleotide modifie. 

9. Amorce, selon Tune quelconque des revendications 4 a 7, caracterisee par le 
fait que T el&nent est constitu6 par au moins cinq, notamment au moins dix et 
preferentiellement au moins quinze nucleotides, nucleotides modifies ou un melange de 
nucleotide(s) et de nucleotide(s) modifies). 

10. Amorce, selon Tune quelconque des revendications 4 £ 7 ou 9, caracterisee 
par le fait que Telement est suffisamment long pour permettre la formation d'une boucle 
et d'une hybridation entre les nucleotides et/ou les nucleotides modifies, qui constituent 
cette boucle. j 

I 

11. Amorce, aclon Tunc quclconquo d es r e vendications 4 ft 7 ou 9, caractdrbgfi 
par le fait q ue Pclement est constitue d'un e "queue" dc polynucleotide s ct/ou de 
polynucleotides modifies, qui comportc tous le s memes bas es? 



i3r-Amorce dans laquelle l'element ne pennet pas V elongation, selon Tune 
quelconque des revendications 4, 5 ou 7 a 4+ 10, caracterisee par le fait que F element 
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es* substitud a l'atome d'hydrogene du groupement hydroxyle ou du groupement 
hydroxyle, place en position 3' du ribose, lui-meme $itu6 4 l'extremite 3' de 1'acide 
nucleique. 

4* 12. Amorce dans laquelle V- un element est protecteuc selon Tune 
qudconque des revendications 4, 6 & ±2 11 est present, caracterisee par le fait g up 
1' element est : 

- substitue au phosphate, place en position 5' du ribose, hii-meme situe a Textremite 5' 
de 1'atide nucleique, ou 

- greffe sur le phosphate, place en position 5' du ribose, lui-meme situe a l'extremite 5' 
de Tacide nucleique. 
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complementary primer which is just as specific to be 
produced. However, other problems may surface when 
choosing the sequence to be used for the hybridization 
of the primer. Specifically, the region which is really 

10 specific is sometimes unique and is located on the 
inner part of the sequence of interest. Choosing to 
hybridize a primer to such a region implies the 
production of only a varyingly significant fraction of 
said sequence of interest. There is therefore loss of 

15 information. In addition, the production of a primer 
specific for the nucleotide sequence of interest brings 
significantly more difficulty and work. 

Document GB-A-2 293 328 proposes blocking 
sequences which are combined with primers which enable 

2 0 the amplification. There are two scenarios to be 

distinguished. Firstly, the blocking sequences are 
slightly different from the primers intended for the 
amplification . When they are used, there will be 
competition between these two types of primer in order 

25 to avoid poor pairings and nonspecific amplifications . 
Secondly, the primers for the amplification are 
upstream of the target sequence to be amplified, while 
the blocking sequences are different and are located 
downstream of said target sequence, such that the 

30 amplification product will be of known size, the 
blocking primer preventing the continuity of the 
elongation. In all cases, the blocking is produced via 
ddNTP in the 3' position. 

Document WO-A-96/40992 describes an 

3 5 amplification method according to which masked primers 

are used which become functional when necessary. Such 
primers are, by way of example, obtained by blocking 
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with the aid of a nucleotide, in particular in the form 
of a loop. 
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obtaining truncated amplification products and the 

20 difficulties in obtaining primers specific for the 
nucleotide sequence to be amplified are eliminated, 
since it is possible to amplify specifically the 
nucleotide sequence of interest under conventional 
hybridization conditions . 

25 To do this, two types of complementary primer 

are used; firstly, a type of primer which hybridizes 
indifferently to all related nucleotide sequences and, 
secondly, a type of primer or [sic] each primer 
hybridizes to only one of these related sequences. The 

30 first, which are nonspecific, will be used as primers 
for the elongation, the second, which are specific for 
nucleotide sequences related to the sequence of 
interest, will be used as sequences for blocking the 
elongation of some of these related nucleotide 

35 sequences. 

When a mixture of nonspecific and specific 
primers is used, depending on the choice of the type of 
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specific sequence used, the elongation of certain 
nonspecific sequences can be prevented. It is then 
possible to select the amplicons which are obtained. 

Thus, the amplification of certain related 
5 sequences whose amplification is not desired can be 
blocked by adding complementary sequences specific for 
these related sequences, these specific complementary 
sequences acting as blocking sequences. Thus, the 
sequence (s) of interest, which will be amplified 
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To this effect, the present invention relates 

to a method for amplifying at least one specific 
nucleotide sequence of a synthetic or natural nucleic 

15 acid contained in a reaction mixture, the reaction 
mixture consisting of at least one nucleic acid 
comprising at least two related nucleotide sequences 
and/or of at least two nucleic acids, each comprising 
at least one related nucleotide sequence, the method 

20 using at least one type of amplification primer capable 
of hybridizing with the nucleic acid so as to allow the 
amplification of the related nucleotide sequences, 
characterized in that it consists in adding, to the 
reaction mixture, at least one sequence, acting as a 

25 blocking sequence, which is capable: 

- of hybridizing to at least one nucleotide sequence, 
which is not the specific nucleotide sequence (s) to be 
amplified, and 

- of preventing, at the level of this sequence, the 
30 elongation of the amplification primer. 

Preferably, the blocking sequence (s) is (are) 
capable of hybridizing to the, or to all the, 
nucleotide sequences which are not the specific 
nucleotide sequence (s) to be amplified. 
35 Firstly, in the case of a blocking sequence 

used in an amplification method, as described above, 
each blocking sequence is an oligonucleotide based on 
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modified nucleotides and/or ribonucleotides and/or 
deoxyribonucleotides, such as PNAs or thiophosphate 
nucleotides . 

Secondly, in the case of a blocking sequence 
5 used in an amplification method, as described above, 
each blocking sequence comprises at least one element 
which prevents the amplif i cat ion . 

Thus, the element which prevents the 
amplification is located at the 3' end of the blocking 
10 sequence and does not allow its elongation . 

In addition, another element which prevents the 
amplification is located at the 5' end of the blocking 
sequence and acts as a protective element. 

Each element which prevents the amplification 
15 consists: 

- either of a nucleotide or modified nucleotide, or of 
an oligonucleotide which may or may not comprise at 
least one modified nucleotide, the nucleotide, modified 
nucleotide or oligonucleotide not hybridizing to the 

20 nucleic acid, 

- or of a molecule other than a nucleotide or than a 
modified nucleotide. 

In this case, the element consists of at least 
five, in particular at least ten, and preferably at 

25 least fifteen, nucleotides or modified nucleotides or a 
mixture of nucleotide (s) and modified nucleotide ( s ) . 

According to a first embodiment, and when the 
element consists of a nucleotide or modified 
nucleotide, or of an oligonucleotide which may or may 

30 not comprise at least one modified nucleotide, the 
nucleotide, modified nucleotide or oligonucleotide does 
not hybridize to the nucleic acid and the element is 
sufficiently long to allow the formation of a loop and 
of hybridization between the nucleotides and/or 

35 modified nucleotides which constitute this loop. 

According to a second embodiment, and when the 
element consists of a nucleotide or modified 
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nucleotide, or of an oligonucleotide which may or may 
not comprise at least one modified nucleotide, the 
nucleotide, modified nucleotide or oligonucleotide does 
not hybridize to the nucleic acid and the element 
5 consists of a "tail" of polynucleotides and/or of 
modified polynucleotides, which comprises all the same 
bases . 

In the case of a blocking sequence which is 
used in an amplification method, and which comprises an 

10 element which does not allow the elongation, the 
element is substituted for the hydrogen atom of the 
hydroxyl group or for the hydroxyl group, placed at the 
3' position of the ribose, itself located at the 3' end 
of the nucleic acid. 

15 In the case of a blocking sequence which is 

used in an amplification method, and which also 
comprises a protective element, the element is: 

substituted for the phosphate placed at the 5' 
position of the ribose, itself located at the 5' end of 

20 the nucleic acid, or 

- grafted onto the phosphate placed at the 5' position 
of the ribose, itself located at the 5' end of the 
nucleic acid. 

The attached figures are given by way of 

2 5 explanatory example and are not limiting in nature. 

Figure 1 represents a schematic view of the 
principle of an amplification of a strand of nucleic 
acid and of its complementary strand, using two 
primers; in this case, which is the simplest, there is 
30 one primer per strand. 

Figure 2 represents a schematic view of the 
principle of an amplification according to Figure 1, 
but using the technique set out by the present 
invention . 

3 5 Figure 3 represents the various substitutions 

which can be carried out on the nucleotides of the 
blocking sequence, in which: 
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- Rl [sic] is an element which is at the 3' end of the 
blocking primer and which prevents any elongation 
during the amplification, 

- R2 [sic] is an element which can be on at least one 
5 of the 2' positions of the ribose of a nucleotide of 

the blocking primer, and which reinforces the stability 
of the blocking primer/nucleic acid duplex, and 

- R3 [sic] is an element which is at the 5' end of the 
blocking primer and which acts as a protective element. 

10 Figure 4 represents the positioning of the Rl 

element at the 3' end of the blocking sequence when 
said primer is hybridized to the nucleic acid. 

Figure 5 represents the positioning of the R3 
element at the 5' end of the blocking sequence when 

15 said primer is hybridized to the nucleic acid- 
Figure 6 represents the blocking 
sequence/nucleic acid duplex, in which X represents a 
nucleotide of the blocking sequence comprising, in 
position on the ribose of this nucleotide, the R2 

2 0 element which reinforces the stability of the duplex. 

Figure 7 represents various structures which, 
by being added at the 3' position of the blocking 
primer, prevents [sic] any elongation during the 
amplification . 

25 Figure 8 represents various structures which, 

by being added at the 5' position of the blocking 
primer, in addition to the modifications at the 3' 
position, as represented in Figure 3, act as a 
protective element by preventing the degradation or 

30 ejection of the blocking sequence during the 
amplification . 

Figure 9 represents the electrophoregram 
corresponding to the result of the sequence reaction 
for a sample of DNA from an HLA-DRB1*13 01 and 

3 5 HLA-DRB3 * 0 1 lymphoblas toid line, observed for the 

region encoding amino acids 56 to 65 (according to HLA 
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official nomenclature) of the HLA-DRB genes without 
using a blocking primer. 

Figure 10 represents the electrophoregram 
corresponding to the result of the sequence reaction 
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the hybridization site of the blocking primer, making 
the amplification corresponding to the nonblocking 
primer ineffective. This principle, illustrated in 
Figures 1, 2 and 13, concerns the functioning of the 
5 blocking primers and of the nonblocking primers . 

According to Figure 1, an amplification is 
carried out with nonblocking primers Pi and P2 . In an 
entirely conventional way, the extension of the PI and 
P2 primers proceeds, and multiple amplicons A are 

10 obtained. 

According to Figure 2, Figure 1 is repeated 
exactly, since it involves an amplification with 
nonblocking primers PI and P2 . However; on the 
complementary strand, and downstream of the progression 

15 of the PI primer elongation, a sequence, acting as a 
blocking primer Plb, is added which is capable of 
hybridizing to the complementary strand and of 
preventing the amplification at the level of this 
strand. In this scenario, no amplicon will be produced. 

20 According to Figure 13, Figures 1 and 2 are 

repeated exactly since it involves a selective 
amplification of the G 2 gene by blocking the related 
genes Gl [sic] and G3 [sic] using specific blocking 
primers and nonspecific amplification primers. 

2 5 The invention claims the use of blocking 

primers comprising modified nucleotides. This principle 
is illustrated in Figures 3 to 6 . 

According to Figure 3, the nucleotide can be 
modified on the 2' or 3' positions of the ribose at the 
30 3' end of the oligonucleotide, and on the 5' position 
of the ribose at the 5' end of said oligonucleotide. 

According to Figure 4, the Rl group replaces, 
at the 3' position of the ribose, the hydroxyl and 
makes it possible to prevent the elongation of the 3' 

3 5 end of the primer by the polymerase, when the nucleic 

acid/blocking primer duplex is formed. 



AMENDED PAGE 



23-05-2000 



FR 009901247 



- 10 - 



10 



According to Figure 5, the R3 group replaces, 
at the 5' position of the ribose, the phosphate and 
makes it possible to protect the blocking primer 
against degradation of the 5' end and/or against being 
displaced, during the elongation of the amplification 
primer . 

According to Figure 6, the nucleic 
acid/blocking primer duplex can be reinforced by- 
substitution of the hydroxyl or of the hydrogen at the 
2' position of the ribose, this \ 
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In Table 5 below, i represents inosine. 



bioMerieux 
reference 


SEQ ID 
NO 


Nucleotide sequence (5 1 > 3 ') 


5' 

Modif. 


3* 

Modif. 


5867 


1 


ATC CTT CGT GTC CCC ACA GCA CG 


- 


- 


P2 


2 


TCG CCG CTG CAC TGT GAA G 


- 


- 


5858 


3 


CCC CCC AGC ACG TTT CTT GGA GCT 


- 


Cfc-NH? 


5967 


4 


CCC CCC AGC ACG TTT CTT GGA GCT 


-acridine 


-H 




5 


CCC ACA GCA CGT TTC TTG GAG CAi GC 




..C 6 -NH 2 


5816 


6 


CCC AGC ACG TTT CTT GGA GCT 






5868 


7 


CCC CCC AGC ACG TTT CTT GGA GCT 






5885 


8 


CCC CCC AGC ACG TTT CTT GGA GiT 






5883 


9 


CAT TTC CTC AAT GGG ACG GAG iiA 






5916 


10 


CCC CCA GCA CGT TTC TTG GAG CAi GC 






5917 


11 


CCC ACA GCA CGT TTC TTG GAG CAi GC 






5021 


12 


CA CGT TTC TTG CAG CAG GA 






5870 


13 


CA GCA CGT TTC TTG CAG CAG GA 






5871 


14 


CA iGT TTC TTG CAG CAG GA 






5881 


15 


CA GCA iGT TTC TTG CAG CAG GA 






5902 


16 


CCC CCA GCA iGT TTC TTG CAG CAG GA 






5903 


17 


CCC ACA GCA iGT TTC TTG CAG CAG GA 






5913 


18 


CCC ACA GCA iGT TTC TTG CAG CAG iA 






5914 


19 


CCC CCA GCA iGT TTC TTG CAG CAG iA 

















Table 5: Nucleotide sequence of the oligonucleotides 
used as primers for the amplification 
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Inosine, which is not a natural base, is used 
in order to weaken the nucleic acid/blocking sequence 
hybrid. Specifically, inosine is linked to its 
complementary nucleotide via two hydrogen bonds, and 
5 therefore, when it is substituted for a pyrimidine, the 
bonding between the two strands, in its region, is 
weaker. Since a gene can differ from other related 
genes by a single base, it is advantageous to 
substitute, on the blocking sequence, which is 

10 complementary to the gene, the bases around this 
essential position with inosines. Since the nucleic 
acid/blocking sequence duplex thus becomes weakened, 
hybridization can only occur if the primer is perfectly 
complementary to the target gene sequence . The 

15 specificity of the blocking sequence is thus 
reinforced . 

The present invention therefore relates to a 
method for selectively amplifying genes present in a 
mixture of related genes, using blocking 

2 0 oligonucleotide primers which correspond to 
oligonucleotides comprising a modified 3' end which 
does not allow their elongation during the steps for 
enzymatically amplifying target genes. 

The invention also relates to the use of 

2 5 primers which block in the sense described in claim 1, 
and which comprise a modified 5' end which does not 
allow their displacement or their degradation, in the 
steps for enzymatically amplifying target genes using a 
primer specific for a region which is located further 

30 toward the 5' end on the same gene. 

In the case of use of primers which block in 
the sense described above, the modification at the 5' 
end is facultative. Thus, two different possibilities 
exist . 

35 According to a first embodiment, the 3' -OH 

group is replaced with a group which is not naturally 
found in nature, such as an -H, -phosphate, or -dabcyl 
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group, or a carbon-based chain terminated by an -NH 2 
group, by way of examples. 

According to a second embodiment, the 5' 
-phosphate group is replaced with a group which is not 
5 naturally found in nature, such as a -DMT, acridine or 
-thiophosphate group, or a "stem-loop" structure, by 
way of examples. 

The blocking primers, as described above, can 
also comprise modifications of the oligonucleotide in a 
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CLAIMS 

1. Method for amplifying at least one specific 

nucleotide sequence of a synthetic or natural nucleic 
acid contained in a reaction mixture, the reaction 
5 mixture consisting of at least one nucleic acid 
comprising at least two related nucleotide sequences 
and/or of at least two nucleic acids, each comprising 
at least one related nucleotide sequence, the method 
using at least one type of amplification primer capable 
10 of hybridizing with the nucleic acid so as to allow the 
amplification of the related nucleotide sequences, 
consists in adding, to the reaction mixture, at least 
one sequence, acting as a blocking sequence, which is 
capable : 

15 - of hybridizing to at least one nucleotide sequence, 
which is not the specific nucleotide sequence (s) to be 
amplified, and 

of preventing, at the level of this nucleotide 
sequence, the elongation of the amplification primer. 

20 2. Method according to claim 1, characterized in 

that the blocking sequence (s) is (are) capable of 
hybridizing to the, or to all the, nucleotide sequences 
which are not the specific nucleotide sequence (s) to be 
amplified. 

25 3. Blocking primer used in an amplification method 

according to either of claims 1 and 2, characterized in 
that each blocking sequence is an oligonucleotide based 
on modified nucleotides and/or ribonucleotides and/or 
deoxyribonucleotides , such as PNAs or thiophosphate 

30 nucleotides. 

4. Primer according to claim 3, characterized in 
that each blocking sequence comprises at least one 
element which prevents the amplification. 

5. Primer according to claim 4, characterized in 
35 that the element which prevents the amplification is 

located at the 3 ' end of the blocking sequence and does 
not allow its elongation. 
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6. 



Primer according to claim 5, characterized in 



that the element which prevents the amplification is 
located at the 5' end of the blocking sequence and acts 
as a protective element. 



characterized in that each element which prevents the 
amplification consists of a nucleotide or modified 
nucleotide, or of an oligonucleotide which may or may 
not comprise at least one modified nucleotide, the 
10 nucleotide, modified nucleotide or oligonucleotide not 
hybridizing to the nucleic acid. 

8. Primer according to any one of claims 4 to 6, 
characterized in that each element which prevents the 
amplification consists of a molecule other than a 

15 nucleotide or than a modified nucleotide. 

9. Primer according to any one of claims 4 to 7 , 
characterized in that the element consists of at least 
five, in particular at least ten, and preferably at 
least fifteen, nucleotides or modified nucleotides or a 

20 mixture of nucleotide ( s ) and modified nucleotide ( s ) . 

10. Primer according to any one of claims 4 to 7 or 

9, characterized in that the element is sufficiently 
long to allow the formation of a loop and of 
hybridization between the nucleotides and/or modified 

25 nucleotides which constitute this loop. 

11. Primer in which the element does not allow the 
elongation, according to any one of claims 4, 5 or 7 to 

10, characterized in that the element is substituted 
for the hydrogen atom of the hydroxyl group or of [sic] 

30 the hydroxyl group, placed at the 3' position of the 
ribose, itself located at the 3' end of the nucleic 
acid . 

12 . Primer in which a protective element according 
to any one of claims 4, 6 to 11 is present, 

35 characterized in that the element is: 



5 



7. 



Primer according to one of claims 4 to 6, 
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substituted for the phosphate placed at the 5' 
position of the ribose, itself located at the 5' end of 
the nucleic acid, or 

- grafted onto the phosphate placed at the 5 ' position 
of the ribose, itself located at the 5' end of the 
nucleic acid. 
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1. Basis of the report 



1 . This report has been drawn on the basis of {Replacement sheets which have been furnished to the receiving Office in response to an invitation 
under Article 14 are referred to in this report as "originally filed" and are not annexed to the report since they do not contain amendments. ): 

| | the international application as originally filed. 

the description, pages 1,6,7,9-21,24 ^ originally filed, 

pages , filed with the demand, 



pages 2, 2a, 3-5, 8, 22, 23 ^ filed with the letter of 
pages , filed with the letter of 



23 Mav 2000 (23.05.2000) 



^ the claims, 



Nos. 
Nos. 
Nos. 
Nos. 
Nos. 



1-12 



, as originally filed, 

, as amended under Article 19, 

, filed with the demand, 

, filed with the letter of 

, filed with the letter of 



23 Mav 2000 (23.05,2000) 



^ the drawings, sheets/fig 
sheets/fig 
sheets/fig 
sheets/fig 



1/7-7/7 



as originally filed, 
, filed with the demand, 
, filed with the letter of 
. filed with the letter of 



2. The amendments have resulted in the cancellation of: 

I 1 the description, pages 

the claims, Nos. 13 



I I the drawings, sheets/fig 



1 I This report has been established as if (some of) the amendments had not been made, since they have been considered 
' ' — ' to go beyond the disclosure as filed, as indicated in the Supplemental Box (Rule 70.2(c)). 



4. Additional observations, if necessary: 
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V. Reasoned statement under Article 35(2) with regard to novelty, inventive step or industrial applicability; 
citations and explanations supporting such statement 



1 . Statement 

Novelty (N) 

Inventive step (IS) 
Industrial applicability (IA) 



Claims 
Claims 

Claims 
Claims 

Claims 
Claims 



1-2 



3-12 



1-2 



3-12 



1-12 



YES 
NO 
YES 
NO 

YES 
NO 



Citations and explanations 

Reference is made to the following documents: 



Dl: GB-A-2 293 238 (INCELTEC LTD; WAKEFIELD ANDREW 
JEREMY (GB) ) 20 March 1996 (1996-03-2 0); 

D2: WO-A-96/40992 (ABBOTT LAB) 19 December 1996 (1996- 
12-19) ; 

D3: WO-A-94/03630 (BECKMAN INSTRUMENTS INC.; ADAMS CRAIG 
W. (US); DANIELS DAVID W. (US)) 17 February 1994 
(1994-02-17) . 



1. Documents WO-A-98/28443 and BI and STAMBROOK, 
Nucleic Acids Research, Vol.26, No. 12, 1998, cited 
as "P, X" documents in the international search 
report do not form part of the prior art, since the 
priority of the present application appears to be 
valid (PCT Rule 64.1). Document WO-A-98/28443 could, 
however, form part of the prior art in a national or 
regional phase (for example at the EPO) . 

2. The amplification method of Claims 1 and 2 is novel 
(PCT Article 33(2)), since the prior art does not 
disclose any method using specific blocking 
sequences for nucleotide sequence's related to the 
particular sequence to be amplified. On page 11, Dl 
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describes a method using primers which compete with 
the specific primers of the sequence to be 
amplified. These blocking primers are modified so as 
to prevent their elongation. The method of Dl 
therefore improves amplification specificity by 
means of competition between primers. In the present 
invention, a single primer, which is not completely 
specific to the target sequence, can be used to 
obtain a specific amplification by blocking the 
amplification of the related sequences with blocking 
sequences specific to portions characteristic of 
these related sequences. The prior art does not 
provide any indication that amplification 
specificity of a target sequence can be increased 
relative to the related sequences by using blocking 
sequences during amplification. For that reason, the 
subject matter of Claims 1 and 2 involves an 
inventive step (PCT Article 33(3)). 

3. Claim 3 and dependent Claims 4 to 12 must be 



interpreted as referring to a product, i.e. an 
oligonucleotide which can be used inter alia to 
block an amplification process according to Claims 1 
and 2 (PCT Examination Guidelines, PCT/GL/III, 4.8). 
The subject matter of Claim 3 is therefore 
characterized only by the fact that the product is 
an oligonucleotide containing deoxyribonucleotides . 
The subject matter of Claim 3 is not therefore novel 
(PCT Article 33(2)), since Dl for example (page 16, 
line 4) discloses an oligonucleotide. 



(PCT Article 33(2)) since the oligonucleotides of Dl 
(page 11, last line) and D3 (page 48, line 25 and 
page 49, line 13) comprise an element (ddNTP) 



4 . 



The subject matter of Claims 4 and 5 is not novel 
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located at the 3' end, which prevents amplification. 



5. The subject matter of Claim 6 is not novel (PCT 
Article 33(2)), since on page 11, D2 discloses an 
oligonucleotide which comprises at its 5' end a 
protective stem-loop sequence. D2 also describes a 
technique for protecting the 5' end of a primer by 
inserting "bulky" molecules at the 5' end. 

6. The subject matter of Claims 7 and 10 is not novel 
(PCT Article 33(2)), since D2 (middle of page 11) 
discloses oligonucleotides (stem-loops) which 
hybridize to the primers to prevent amplification. 



7. The subject matter of Claim 8 is not novel (PCT 
Article 33(2)), since D3 (middle of page 13) 
discloses oligonucleotides comprising molecules such 
as digoxin and biotin, which differ from a 
nucleotide. These oligonucleotides prevent 
amplification by hybridizing to the primer. 



8. The subject matter of Claim 9 is not novel (PCT 

Article 33(2)), since Dl (page 26, line 5) discloses 
an oligonucleotide blocking non-specific 
amplification. This oligonucleotide consists of 21 
nucleotides and contains a 3' ddNTP. 



9. The subject matter of Claim 11 is not novel (PCT 
Article 33(2)), since D3 discloses on page 93, lines 
1 to 3, a blocking oligonucleotide terminated at the 
3' end by dideoxy-GTP, i.e. a nucleotide in which 
the ribose 3' -OH grouping is replaced with an -H. 

10. The subject matter of Claim 12 is not novel (PCT 
Article 33(2)), since the elements providing 
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protection against the activity of exonucleases such 
as thiophosphate or a loop located at the 5' 
position of the ribose on the 5' side of the 
nucleotide are well known to a person skilled in the 
art. 
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1. Certain published documents (Rule 70.10) 



Application No. 
Patent No. 



WO 98 28443 



Publication date 
(day/month/year) 

02 July 1998 (02.07.1998) 



Filing date 
(day/month/year) 



Priority date (valid claim) 
(day/month/year) 



17 December 1997 (17.12.1997) 20 December 1996 (20.12.1996) 

06 November 1997 (06.1 1.1997) 



See the Supplemental Box. 



2. Non-written disclosures (Rule 70.9) 

Date of written disclosure 

Kind of non- written disclosure Date of non-written disclosure referring to non-written disclosure 

(day/month/year) (day/month/year) 
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(To be used when the space in any of the preceding boxes is not sufficient) 



Continuation of: VI 



The following document, published (PCT Rule 70.10) 
after the priority date of the present application 
is not considered to form part of the prior art in 
this preliminary examination but could play a role 
in the examination of novelty in a regional or 
national phase. 
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VIII. Certain observations on the international application 



The following observations on the clarity of the claims, description, and drawings or on the question whether the claims are fully 
supported by the description, are made: 

In Claim 12, it is unclear whether the primer of 
that claim or the protective element is derived from 
Claims 4, 6 and 12. The protective element does not 
form part of the subject matter of Claim 4. Claim 12 
is therefore unclear (PCT Article 6) . 
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item (1) 

27 May 1998 


98 06866 


PR AMPP 






item (2) 










item (3) 












Sheet No. 4 



Box No. VI PRIORITY CLAIM 



| | Further priority claims are indicated in the Supplemental Box. 



El 



The receiving Office is requested to prepare and transmit to the International Bureau a certified copy of the earlier 
application(s) (only if the earlier application was filed with the Office which for the purposes of the present international 
application is the receiving Office) identified above as item(s): (T) 

Where the earlier application is an ARIPO application, it is mandatory to indicate in the Supplemental Box at least one country party to the 
Paris Convention for the Protection of Industrial Property for which that earlier application was filed (Rule 4. 10(b)(ii)). See Supplemental Box. 



Box No. VII INTERNATIONAL SEARCHING AUTHORITY 



Choice of International Searching Authority (ISA) 

(if two or more International Searching Authorities are 
competent to carry out the international search, indicate 
the Authority chosen; the two-letter code may be used): 

ISA / ep 



Request to use results of earlier search: reference to that search (if an earlier 
search has been carried out by or requested from the International Searching 
Authority): 



Date (day/month/year) 
8 February 1999 



Number Country (or regional Office) 

FA 559262 FRANCE 



Box No. VIII CHECK LIST; LANGUAGE OF FILING 



This international application contains 
the following number of sheets: 

request :4 
description (excluding 
sequence listing part) 

claims 



abstract 
drawings 

sequence listing part 
of description 



24 
3 
1 

7 



Total number of sheets :48 



This international application is accompanied by the item(s) marked below: 

1 . □ fee calculation sheet 

2. □ separate signed power of attorney 

3. ^ copy of general power of attorney; reference number, if any: 

4. □ statement explaining lack of signature 

5. □ priority document(s) identified in Box No. VI as item(s): 

6. □ translation of international application into (language): 

7. □ separate indications concerning deposited microorganism or other biological material 

8. £3 nucleotide and/or amino acid sequence listing in computer readable form 

9. |3 other (specify): copy of the Search Report, 2 tax receipts and 2 checks 



Figure of the drawings which 
should accompany the abstract: 


Language of filing of the 

international application: French 


Box No. IX SIGNATURE OF APPLICANT OR AGENT 



Next to each signature, indicate the name of the person signing and the capacity in which the person signs (if such capacity is not obvious from 
reading the request). 

CABINET GERMAIN & MAUREAU 
Mireille DIDIER LYON, 27 May 1 999 
CPI 971202 



1. 


Date of actual receipt of the purported 
international application: 






2. 


Drawings: 


3. 


Corrected date of actual receipt due to later but 
timely received papers or drawings completing 
the purported international application: 






□ 


received: 


4. 


Date of timely receipt of the required corrections 
under PCT Article 1 1(2): 






□ 


not received: 


5. 


International Searching Authority 

(if two or more are competent): ISA / 


<• □ 


Transmittal of search copy delayed 
until search fee is paid 







For International Bureau use only 


Date of receipt of the record copy 




by the International Bureau: 





Form PCT/RO/101 (last sheet) (July 1998; reprint January 2000) 



See Notes to the request form 



PC# 

REQUETE 

Le soussigne requiert que la presente demande 
Internationale soil rraitee conformement au Traite de 
cooperation en matiere de brevets. 


PCT/FR a a / 0 1 * 4 7 

Demande internationale n° 


Date du de"pot international 


Nom de 1" office recepteur et "'Demande internationale PCT' 




[\C1CI CllvC UU UUjjlCI UU ULUUJttilt UU UU IliaJIUululIC t f(JL UllCJl IJJ 

(12 caracteres au maximum) MD / B0 5 B31 4 5 


Cadre n° I TITRE DE L' INVENTION Procede d T amplification d'au moins une sequence 
nucleotidique par t iculiere et amorces de mise en oeuvre 


Cadre n° II DEPOSANT 


Nom et adresse : (Nom de famille suivi du prenom; pour une personne morale, designation 
officielle complete. L adresse doit comprendre le code postal et le nom du pays. Le pays de 
I adresse indiquee dans ce cadre est I 'Etat ou le deposant a son domicile si ducun domicile 
n est indique ci-dessous.) 

BIO MERIEUX 
Chemin de l'Orme 
69280 MARCY L'ETOILE 
FRANCE 


1 1 Cene personne est aussi 
' ' inventeur. 

n°de telephone 

n°dete"le*copieur 

n°det£ldimprimeur 


Nationality (nom de PEtat) : 

FRANCE 


Domicile (nom de TEtat) : 

FRANCE 


Cene personne est i i tousles Etais rrri tous.lcs Etats designes sauf 1 | les Etats-Unisd'Amerique | | les Etats indiqu^s dans 

deposant pour : " | | designes 1 A j les Etats-Unis d'Amerique | | seulement | | le cadre supplementairc 


Cadre n° HI AUTRE(S) DEPOSANT(S) OU (AUTRE(S)) INVENTEUR(S) 


Nom et adresse : (Nom de famille suivi du prenom; pour une personne morale, designation 
officielle complete. L 'adresse doit comprendre le code postal et le nom du pays. Le pays de 
I adresse indiquee dans ce cadre est I 'Etat ou le deposant a son domicile si aucun domicile 
n 'est indique ci-dessous.) 

MOUGIN Bruno 

29 rue Lamartine 

69003 LYON 
FRANCE 


Cene personne est : 

| | deposant seulement 

|x | deposant et inventeur 

| | inventeur seulement 
(Sicette case est cochee. 
ne pas remplir la suite.) 


Nationalite (nom de TEtai) : 

FRANCE 


Domicile (nom de TEtat) : 

FRANCE 


Cene personne est 1 1 touslesEtats 1 1 tous les Etats designed sauf 1-71 les Etats-Unis d'Amdrique ( j les Etats indiqu^s dans le 

deposant pour : 1 [designes | | les Etats-Unisd'Amenque |_£LI scuiement | | cadre supplemental 


| >} D'autres deposants ou inventeurs sont indiques sur une feuille annexe. 


Cadre n* IV MANDATAIRE OU REPRESENTANT COMMUN; OU ADRESSE POUR LA CORRESPONDANCE 


La personne dont Tidentite est donnce ci-dessous est/aete designee pour agirau nom FyT\ mam j a taire 1 I representant commun 
du ou des deposants aupres des autorites intemationales cornpctentes, comme: L__J 1 1 


Nom et adresse : (horn de famille sum du prenom: pour une personne morale, designation officielle 
complete. L adresse doit comprendre le code postal et le nom du pay s.) 

CABINET GERMAIN & MAUREAU 
BP 6153 

69466 LYON CEDEX 06 
FRANCE 


n°det£l6phonc 
04 72 69 84 30 

"*mr% T 9 84 31 
n°dei6l6imprimeur 


1 1 Adresse pour la correspondance : cocher cene case lorsque aucun mandatairc ni reprdsentant commun n'est/n'a 6i6 d£sign6 

1 1 ct que Tespace ci-dessus est utilise" pour indiqucr une adresse spdeiale a laquelle la correspondance doit etre envoy^e. 



a 



Formulaire PCT/RO/101 (premiere feuille) (juillet 1998; r^impression janvier 1999) Voir les notes relatives au formulaire derequete 



Fcuille n* . . 2 



^ r , . — 

•Suite du cadre n* III AUTREfSP^OSANTfS) OU (AUTR£(S)) I.WENTEUR(S) 


St aucun des sous-cadres suivants n 'est utilise, eerie feuille ne doit pas elre incluse dans la requite. 


Nom et adresse ; /Nom de famille suivi du prenom; pour une personne morale, designation 
officielle complete. L adresse doit comprendre le code postal et le nom du pays. Le pays de 
I adresse indiquee dans ce cadre est I Etat oil le deposant a son domicile si aucun domicile 
n est indique ci-dessousj 

LAAYOUN Ali 
Triangle Fleuri 
1 rue du Rhone 
69007 LYON 
FRANCE 


Cene personne est : 

| | deposant seulement 

| Xj deposant et inventeur 

| [ inventeur seulement 
(Si cette case est cochee, 
ne pas remplir la suite.) 


Nationality (nom de TEiat) : 

FRANCE 


Domicile (nom de TEtat) : 1 
FRANCE 


Cene personne est 1 | tousles Euts 1 1 tous les Etats designes sauf r*T1 |cs Etais-Unis d'Ameriquc 1 1 les Etats indiques dans le 
deposant pour : 1 1 destines 1 1 les Etats-Unis d'Ameriquc LAJ seulcmcnt 1 1 cadre supplemental 


Nom et adresse : CSom de famille suivi du prenom; pour une personne morale, designation 
officielle complete. L adresse doit comprendre le code postal et le nom du pays. Le pays de 
I adresse indiquee dans ce cadre est I 'Etat ou le deposant a son domicile si aucun domicile 
n est indique ci-dessous.) 


Cene personne est : 

| | deposant seulement j 
| | deposant et inventeur 

[ | inventeur seulement 

(Si cette case est cochee, 1 
ne pas remplir la suite.) 


Nationality (nom de 1 'Etat) : 


Domicile (nom de TEtat) : 1 


Cene personne est 1 1 tousles Etats | 1 lous.Ies Eiats designes sauf | | les Etats-Unis d' Amy ri que 1 1 les Etats indiques dans 
deposant pour : 1 1 designes | | les Etats-Unis d'Amerique I I seulement | | 1c cadre supplemental 


Nom et adresse : (Nom de famille suivi du prenom; pour une personne morale, designation 
officielle complete. L adresse doit comprendre le code postal et le nom du pays. Le pays de 
I adresse indiquee dans ce cadre est I Etat ou le deposant a son domicile si aucun domicile 
n est indique ci-dessous.) 


Certe personne est : j 
| | deposant seulement 

| | deposant et inventeur 

| | inventeur seulement 

(Si cette case est cochee, ne 1 
pas remplir la suite.) 


Nationality (nom de TEtat) : 


Domicile (nom de TEtat) : 


Cette personne est | 1 touslesEtais | 1 tous les Etats designes sauf 1 1 les Etats-Unis d'Amerique 1 1 les Etats indiques dans le 

deposant pour : 1 1 designes | | les Etats-Unis d'Amerique | | seulement | | cadre supplemental 


Nom et adresse : (Nom de famille suivi du prenom; pour une personne morale, designation 
officielle complete. L adresse doit comprendre le code postal et le nom du pay s. Le pays de 
I adresse indiquee dans ce cadre est I Etat ou le deposant a son domicile si aucun domicile 
n est indique ci-dessous.) 


Cene personne est : 

[ | deposant seulement I 
| | deposant et inventeur 1 

| | inventeur seulement 

(Si cette case est cochee, 

ne pas remplir la suite.) 1 


Nationality (nom de TEtat) : 


Domicile (nom de TEtat) : 1 


Cene personne est 1 1 touslesEtais | I tons, les Etats designes sauf 1 | les Etats-Unis d'Amerique r~ j | cs indiques dans 

deposant pour : 1 1 design** 1 1 Etats-Unis d'Amerique | I seulcmcnt | | lc cadre supplemeniairc 


| | D'autres dyposants ou inventeurs sont indiques sur une autre feuille annexe. 



Formulaire PCT/RO/101 (feuille annexe) Quillet 1998; ^impression janvier 1999) Voir les notes relatives au formulaire de requite 



^dran-V DESIGNATION D'feTATS 



63 



Lcs designations suivantes sont fah^conformimcni a la regie 4. 9 a) {cocker les cases a^^^UesTune au mo ins doit I itre) ] 
[• Brevet regional ^^Hf 

AP Brevet ARIPO : aJ^Jhana, GM Gambie. ICE Kcnya^ LS Lesotho. /vTW Malawi, SD Soudan. SZ Swaziland 
UG Ouganda, ZW Zimbabwe el tout autre Etat qui est un Etat contractant du Protocole de Harare et du PCT 

EA Brevet eurasien : AM Arm^nie, AZ Azerbaijan. BY Belarus. KG Kirghizistan, KZ Kazakhstan. MD Republique dc 
Moldova, RU Federation de Russie. TJ Tadjikistan. TM Turkmenistan et tout autre Etat qui est un Etat contractant de la 
Convention sur le brevet eurasien et du PCT 

Q EP Brevet europeen : AT Autriche, BE Belgique. CH et LI Suisse et Liechtenstein. CY Chypre, DE Ailemagne 
DK Danemark, ES Espagnc, FI Finlande, FR France. GB Royaume-Uni. GR Grece. lEIrlande, IT Italic 
LU Luxembourg, MC Monaco, NL Pays-Bas, PT Portugal. SE Suede et tout autre Etat qui est un Etat contractant dc la 
Convention sur le brevet europeen et du PCT 

(3 OA Brevet OAPI : BF Burkina Faso, BJ Benin, CF Republique centrafricaine, CG Congo, CI Cote d'lvoire, 
CM Cameroun, GA Gabon, GN Guinee, GW puince-Bissau, ML Mali, MR Mauritanie, NE Niger, SN Senegal,' 
TD Tchad, TG Togo et tout autre Etat qui est un Etat membre de TOAPI et un Etat contractant du PCT (si une autre forme 
de protection ou de traitement estsouhaitee. le preciser sur la ligne pointillee) 

Brcvctnational (si une autre forme de protection ou de traitement est souhaitee. le preciser sur la ligne pointillee) : 



® 

09 

m 
m 
m 
a 

[E 
H 
H 
(3 

a 

13 
13 
13 
SI 
El 

m 

El 

a 

ca 

C9 

a 

m 
□ 
a 
ca 

Q 

QJ 
El 

EI 

S 
G3 

m 
m 



AU 
AZ 
BA 
BB 
BG 
BR 
BY 
CA 



CU 

CZ 

DE 

DK 

EE 

ES 

FI 

GB 

GD 

GE 

GH 



AL AJbanie 

AM Arm^nie 

AT Autriche 

AustraJie 

AzerbaJdjan 

Bosnie-Herz£govine 

Barbade 

Bulgarie 

Brisil 

Belarus 

Canada 

CH et LI Suisse et Liechtenstein 

CN Chine 

Cuba 

Republique tcheque 

Ailemagne 

Danemark 

Estonie- 

Espagne 

Finlande 

Royaume-Uni 
Grenade 

G6orgie 

Ghana 

GM Gambie 

HR Croatic 

Hongric 

Indon^sic 

Israel 

Inde 

Islande 

Japon 

Kenya 



HU 
ID 
IL 
IN 
IS 
TP 
K£ 
KG 
KP 



ca 
a 
ca 

Q 
Q 

09 
0 

13 

a 
a 

Q 
Q 

B 

El 



LS 
LT 
LU 
LV 



Lesotho 
Lituanie 
Luxembourg 
Lettonie 



MD Republique de Moldova 

MG Madagascar 

MK Ex-R^publique yougoslave de Macedoine 



ca 
ca 

□ 
ca 
ca 
ca 
□ 

C3 
C3 

ca 
ca 

C3 

B 
B 



MN Mongolie 

MAV MaJawi 

MX Mexique 

NO Norvege 
NZ Nouvelle-Zelande . . . 

PL Pologne 

PT PortugaJ 

RO Roumanie 

RU Federation de Russie . 

SD Soudan 

SE Suede 

SG Singapour 

SI Slovenie 

SK Slovaquie 

SL Sierra Leone 

TJ Tadjikistan 

TM Turkmenistan 



Kirghizistan 0 

Republique populaire democratique de Corce . S 

KR Republique de Coree 

KZ Kazakhstan 

LC Sainte-Lucie [3 

LK Sri Lanka 09 

LR Liberia □ 



TR 
TT 

UA 
UG 
US 

uz 

VN 

vu 
zw 



Turquie 

Trinite-et-Tobago .... 

Ukraine 

Ouganda 

Etats-Unis d'Amerique 



Ouzbekisian 
Vict Nam . . 
Yougoslavie 
Zimbabwe 



Cases rcservecs pour la designation (aux fins d'un brevet national) 
d'Etats qui sont devenus parties au PCTapres la publication dc la 
prescntc fcuiMe ; 

AE Ern i r a t s A r a b e s U n i s 
ZA Af rique du Sud 



Declaration concernant les designations de precaution : outre lcs designations faitcs ci-dessus, !e deposant fait aussi conformement a la 
regie 4.9.b) toutes lcs designations qui scraient autorisecs en vcrtu du PCT, a I'exccption de toute designation indiquee dans Ic cadre 
suppiementaire comme etant excluc dc la portee de ccne declaration. Le deposant declare que ccs designations additionnellcs sont faitcs 
sous rdscrve de confirmation et que toute designation qui n'est pas confirmee avant respiration d'un deiai de 1 5 mois a compter de la date dc 
priori te doit ctre considexec comme retiree par lc deposant a I 'expiration de ce deiai. (Pour confirmer une designation, ii foul deposer une 
declaration contenant la designation en question et payer lcs taxes de designation et de confirmation. La confirmation doit parvenir a I 'office 
recepteur dans le deiai de 15 moisj 



Formulaire PCT/RO/IOI (deuxicmc fcuille) (janvier 1999) 



Voir les notes relatives au formulaire de requite 



. Cadre n* VI 



Date dc depot 
de !a demande amerieure 
(jour: moist annee) 



il) 



27 Mai 1998 



# 



Feuille n° . . 4. 



REVENDICA^^BDE PRJORITE 



Numero 
de la demande amerieure 



98 06866 



~~^^^E)'autres revendications de priorite sont 
^^yindiqu^es dans le cadre suppl£mentaire. 



Lorsque la demande amirieure est unc 



demande nationale : 
pays 



FRANCE 



(3) 



demande regionale 
office regional 



demande Internationale : 
office recepteur 



l-fl L office recep.eur est pni de preparer et de transmetue au Bureau international une copie cert.fiee coniorme de la ou des demandes 
J^c JcTSmenfsi la demande anterieure a Hi deposeeaupres deVoftce gu, * 

h presente demande Internationale, est I 'office recepteur) md.quees ci-dessus au(x) po.nt(s) . CU — 



^ ?am pour la protection de ia propnite mdustnelte pour leg 
Cadre n a VII 



ylementaire. 



iiecnun uc »" f/ f ' «- ■ • " r - ' 

ADMINISTRATION CHARCEE DE LA RECHERCHE INTERNATIONALE 



Choix de Padministration chargee de la recherche 
internationale (ISA) (si plusieurs administrations 
chargee s de la recherche internationale sont competemes 
pour proceder a la recherche internationale. indiquer 
I 'administration choisie: le code a deux lettres peut etre 
utilise) : 



ISA / ep 



Demande d'utilisation des resultats d'une recherche anteneure; mention de 
cette recherche (si une recherche anterieure a ete effectuee par {'administration 
chargee de la recherche internationale ou demandee a cette demiere) : 
Date (jour/mois/annie) Numero Pays (ou office regional) 



8 Fevrier 99 



FA 559262 



FRANCE 



Cadre n» VIII BORDEREAU; LANGUE DE DEPOT 



La presente demande internationale contient 
le nombre de feuilles suivant : 



requete 

description (sauf partie reservee 
au listage des sequences) 

revendications 

abrege 

dessins 

partie de la description reservee 
au listage des sequences 

Nombre total de feuilles 



24 

3 
1 
7 

9 



48 



Le ou les elements coches ci-apres sont joints a la presente demande internationale : 

1. □ feuille de calcul des taxes 

2. □ pouvoir distinct signe 

3. |3 copie du pouvoir general; numero de reference, le cas echeant : 

4. □ explication de l'absence d'une signature 

5. □ document(s) de priorite indique(s) dans le cadre n° VI au(x) point(s) : 

6. □ traduction de la demande internationale en (langue) : 

7. □ indications separees concernant des micro-organ ismes ou autre materiel 

btologique deposes 

8. 0 listage des sequences de nucleotides ou d'acides amines sous forme 

dechiffrable par ordinateur cop i e Rapport de Recherche 

9. CS autres elements (preciser) : 2 bordereaux de taxes + 2 Cheques 



Figure des dessins qui 
doit accompagner l'abrege : 



Langue de depot de la 
demande internationale : 



Francais 



Cadre n- IX SIGNATURE DU DEPOSANT OU DU MANDATAIRE 



A co,e * chow stature, .ndiouer k no* du HpMW ,r« H. si cela n'apparau pas Cogent a la Ucture de la reau t «. a 



quel titre I inter esse signe. 



CABINET GERMAIN 



Mireille DIDIER .. 
CPI 971202 




LYON, le 27 Mai 1999 



Reserve a PofTice recepteur 



1. Date effective de reception des pieces supposees 
constituer la demande internationale : 



f7 HA 1 1999 



3 Date effective de reception, rectified eri raison de la reception ulte- 
rieure mais dans les dclais, de documents ou de dessins completant 
ce qui' est suppose constituer la demande internationale : 



4 Date de reception, dans les delais, descorrections 
demanded selon ['article 1 1.2) du PCT : 



2. Dessins : 
| | recus : 

| | non recus : 



5. Administration charged de la recherche , 
internationale (si plusieurs sont comp&cntes) : 



□ Transmission de la copie de recherche differed 
jusqu'au paiement de la taxe de recherche. 



Reserve au Bureau international 



Date de rdecption de I'exemptairc 
original par le Bureau international : 



Formulae PCT/RO/101 (demiere feuille) O uillet 1998; repression Janvier .999) Voir les notes relcti.es au/ormulaire de reauete 




PCT ORGANISATION MONDIALE DE LA PROPRIETE INTELl^CftJELLE 

^ Bureau international 

DEMANDE INTERNATIONALE PUBLIEE EN VERTU DU TRAITE DE COOPERATION EN MATIERE DE BREVETS (PCT) 



(51) Classification Internationale des brevets 6 : 
C12Q 1/68 



Al 



(11) NumeVo de publication Internationale: WO 99/61661 
(43) Date de publication Internationale: 2 decembre 1999 (02.12.99) 



(21) NumeVo de la demande internationale: PCT/FR99/01247 

(22) Date de depot international: 27 mai 1999 (27.05.99) 



(30) Donndes relatives a la priori^: 

98/06866 27 mai 1998 (27.05.98) FR 



(71) Deposant (pour tous les Etats disignis sauf US): BIO 

MERIEUX [FR/FR]; Chemin de I'Orme, F-69280 Marcy 
l'Etoile (FR). 

(72) Inventeurs; et 

(75) Inventeurs/D^posants (US settlement): MOUGIN, Bruno 
[FR/FR]; 29, rue Lamartine, F-69003 Lyon (FR). LAAY- 
OUN, Ali [FR/FR]; Triangle Fleuri, 1, rue du Rhdne, 
F-69007 Lyon (FR). 

(74) Mandataire: CABINET GERMAIN & MAUREAU; BoTte 
postale 6153, F-69466 Lyon Cedex 06 (FR). 



(81) Etats designes: AE, AL, AM, AT, AU, AZ, BA, BB, BG, BR, 
BY, CA, CH, CN, CU, CZ, DE, DK, EE, ES, FI, GB, GD, 
GE, GH, GM, HR, HU, ID, IL, IN, IS, JP, KE, KG, KP, 
KR, KZ, LC, LK, LR, LS, LT, LU, LV, MD, MG, MK, 
MN, MW, MX, NO. NZ, PL, PT, RO, RU, SD, SE, SG, 
SI, SK, SL, TJ, TM, TR, TT, UA, UG, US, UZ, VN, YU, 
ZA, ZW, brevet ARIPO (GH, GM, KE, LS, MW, SD, SL, 
SZ, UG, ZW), brevet eurasien (AM, AZ, BY, KG, KZ, MD, 
RU, TJ, TM), brevet europeen (AT, BE, CH, CY, DE, DK, 
ES, FI, FR, GB, GR, IE, IT, LU, MC, NL, PT, SE), brevet 
OAPI (BF, BJ, CF, CG, CI, CM, GA, GN, GW, ML, MR, 
NE, SN, TD, TG). 



PubLiee 



Avec rapport de recherche internationale. 



(54) Title: METHOD FOR mpt TPVTNin at f past A PftftTrTl" AR ni tpt FnnnF SEQUENCE AND PRIMERS USED 



(54) Titre: PROCEDE D' AMPLIFICATION D' AU MOINS UNE SEQUENCE NUCLEOTIDIQUE PARTICULIERE ET AMORCES DE 
MISE EN OEUVRE 



(57) Abstract 



The invention concerns a method for amplifying at least a particular nucleotide sequence of a synthetic or natural nucleic acid contained 
in a reaction mixture, the reaction mixture consisting of at least a nucleic acid comprising at least two related nucleotide sequences and/or 
at least two nucleic acids each comprising at least a related nucleotide sequence; the method uses amplifying primers capable of hybridising 
with the nucleic acid for amplifying related nucleotide sequences. The invention also concerns primers for implementing such a method. 
Said method consists in adding, in the reaction mixture, at least a sequence acting as blocking primer capable of: hybridising with at least 
a nucleotide sequence, which is not the particular nucleotide sequence or sequences to be amplified; preventing at its level the elongation 
of the amplifying primer. The invention is particularly applicable in the field of techniques for amplifying related genes. 

(57) Abrege* 

La pn*sente invention concerne un proc£d6 d 'amplification d'au moins une sequence nucldotidique particuliere d'un acide nucl6ique de 
synthese ou naturel contenu dans un melange reactionnel, le m&ange reactionnel 6tant constituf d'au moins un acide nucldique comportant 
au moins deux sequences nucleotidiques apparent6es et/ou d'au moins deux acides nucl6iques comportant chacun au moins une sequence 
nucleotidique apparentee; le proc6d6 utilisant des amorces d'amplification capables de s'hybrider avec Tacide nuc!6ique pour permettre 
r amplification des sequences nucldotidiques apparent6es. L'invention conceme 6galement des amorces permettant la mise en oeuvre d'un 
tel proc6d6. Ce procetle consiste a ajouter, dans le melange nSactionnel, au moins une sequence, faisant office d'amorce de blocage, qui est 
capable: de s'hybrider a au moins une sequence nucleotidique, qui n'est pas la ou les sequences nucleotidiques particulieres a amplifier, et 
d'empecher a son niveau I'elongation de Tamorce d'amplification. L'invention trouve une application pr6f6rentielle dans le domaine des 
techniques d'amplification de genes apparent^. 



UN1QUEMENT A TTTRE D'INFORMATION 
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Procede d'ampliflcation d'au moins une sequence nucleotidique particuliere et 

amorces de mise en oeuvre 

La presente invention concerne un nouveau procede d'ampliflcation d'au moins 
une sequence nucleotidique particuliere d'un acide nucleique de synthese ou naturel 
contenu dans un melange reactionnel. Elle concerne egalement des amorces permettant 
une telle amplification. 

L 'etat de la technique decrit des methodes permettant d 'amplifier des sequences 
nucleotidiques utilisant des amorces specifiques de ces sequences a amplifier. Ainsi on 
peut amplifier un gene ou une f ami lie de genes au sein d'une preparation d'acides 
nucleiques. De nombreuses techniques utilisent des oligonucleotides complementaires 
de la sequence cible servant d' amorces pour V elongation par une polymerase. 

Pour I 'amplification des ADN, il existe la PCR (Polymerase Chain Reaction), 
telle que decriie dans les brevets US-A-4,683,195, US- A-4 \683,202 et US-A-4,800,159, 
la LCR (Ligase Chain Reaction), exposee par exemple dans la demande de brevet EP- 
A-0.201.184, ou la RCR (Repair Chain Reaction), decrite dans la demande de brevet 
WO-A-90/01069. 

Pour V amplification des ARN t plusieurs techniques ont aussi ete decritesdans 
differents documents. Ces techniques sont les suivantes : 

- 3SR (Self Sustained Sequence Replication) avec la demande de brevet WO-A- 
90/06995, 

- NASBA (Nucleic Acid Sequence-Based Amplification) avec la demande de brevet 
WO-A-91/02818, 

- SPSR (Single Primer Sequence Replication) avec le brevet US-A-5, 194,370, et 

- TMA (Transcription Mediated Amplification) avec le brevet US-A-5, 399,491. 

Cependant, ces techniques imposent un choix rigoureux des amorces 
d'ampliflcation. En effet, des amorces peu specifiques de la sequence d'interet vont 
permettre 1' amplification de nombreuses sequences apparentees sur lesquelles elles se 
seront fixees. L'amplicon correspondant a la sequence d'interet se retrouvera done dilue 
dans^un melange d'amplicons, ce qui ne facilitera pas Tutilisation de ce produit 
d'ampliflcation. Dans ces conditions, s'impose alors le choix rigoureux d'une region de 
la sequence nucleotidique qui soit suffisamment specifique pour permettre de produire 
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une amorce complementaire tout aussi specifique. Toutefois, d'autres problemes 
peuvent apparaitre lors du choix de la sequence a utiliser pour Phybridation de Pamorce. 
En efFet, il arrive que la region reellement specifique soit unique et se trouve a Pinterieur 
de la sequence d'interet. Le choix d'hybrider une amorce au niveau d'une telle region 
5 implique de n'obtenir qu'une fraction plus ou moins importante de ladite sequence 
d'interet. On a done une perte d 'information. De plus, l'obtention d'une amorce 
specifique de la sequence nucleotidique d'interet apporte un surcroit important de 
difficulte et de travail. 

10 Avec la presente invention, on s'affranchit des risques d'obtention de produits 

d 'amplification tronques et des difficultes a obtenir des amorces specifiques de la 
sequence nucleotidique a amplifier, puisqu'il est possible d'amplifier specifiquement la 
sequence nucleotidique d'interet dans des conditions d'hybridation classiques. 

Pour ce faire, on utilise deux types d' amorces complementaires, d'une part, un 

15 type d'amorces qui s'hybride indifferemment sur toutes les sequences nucleotidiques 
apparentees et, d'autre part, un type d'amorces ou chaque amorce s'hybride sur une 
seule de ces sequences apparentees. Les premieres, qui sont non-specifiques, vont servir 
d'amorces pour l'elongation, les secorides, specifiques de sequences nucleotidiques 
apparentees a la sequence d'interet, vont servir d'amorces de blocage de l'elongation de 

20 certaines de ces sequences nucleotidiques apparentees. 

Dans le cas ou on utilise un melange d'amorces non specifiques et specifiques, 
selon le choix du type de sequences specifiques utilisees, on peut empecher l'elongation 
de certaines sequences non specifiques. II est alors possible de selectionner les amplicons 
25 quel' on obtient 

Ainsi, on peut bloquer Pamplification de certaines sequences apparentees que 
Pon ne souhaite pas amplifier, par l'intermediaire d'un ajout de sequences 
complementaires, specifiques de ces sequences apparentees, sequences complementaires 

specifiques qui font office-d'amorces-de -blocage. Ainsi on isole la ou les-sequences — 

30 d'interet qui va ou vont etre amplifiees selectivement. On obtient done un seul amplicon 
pour chaque sequence d'interet pour laquelle aucune amorce de blocage n'a ete ajoutee. 
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A cet effet, la presente invention concerne un procede d'amplification d'au moins 
une sequence nucleotidique particuliere d'un acide nucleique de synthese ou naturel 
contenu dans un melange reactionnel, Ie melange reactionnel etant constitue d'au moins 
un acide nucleique comportant au moins deux sequences nucleotidiques apparentees 
5 et/ou d'au moins deux acides nucleiques comportant chacun au moins une sequence 
nucleotidique apparentee ; le procede utilisant au moins un type d' amorces 
d' amplification capables de s'hybrider avec Facide nucleique pour permettre 
T amplification des sequences nucleotidiques apparentees, caracterise en ce qu'il consiste 
a ajouter, dans le melange reactionnel, au moins une sequence, faisant office d'amorce 
10 de blocage, qui est capable : 

- de s'hybrider a au moins une sequence nucleotidique, qui n'est pas la ou les sequences 
nucleotidiques particulieres a amplifier, et 

- d'empecher a son niveau F elongation de Famorce d' amplification. 

Preferentiellement, la ou les amorces de blocage sont capables de s'hybrider a la 
15 ou a toutes les sequences nucleotidiques, qui ne sont pas la ou les sequences 
nucleotidiques particulieres a amplifier. 

Premierement, dans le cas d'une amorce de blocage utilisee dans un procede 
d' amplification, tel que decrit ci-dessus, chaque amorce de blocage est un 
oligonucleotide a base de desoxyribonucleotides et/ou de ribonucleotides et/ou de 
20 nucleotides modifies, tels que des PNA ou des nucleotides thiophosphates. 

Deuxiemement, dans le cas d'une amorce de blocage utilisee dans un procede 
d' amplification, tel que decrit ci-dessus, chaque amorce de blocage comporte au moins 
un element qui empeche F amplification. 

Ainsi, l'element, qui empeche V amplification, est situe a l'extremite 3' de 
25 Famorce de blocage et ne permet pas son elongation. 

De plus, un autre element, qui empeche Famplification, est situe a l'extremite 5' 
de Famorce de blocage et fait office d'element protecteur. 

Chaque element, qui empeche Famplification, est constitue : 

r_soit_par.un_nucleotide.ou nucleotide.modifie ou.par. un- oligonucleotide comportant ou 

30 non au moins un nucleotide modifie; le nucleotide, le nucleotide modifie ou 
Foligonucleotide ne s*hybride pas sur F acide nucleique, 
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- soit par une molecule, differente d'un nucleotide ou d'un nucleotide modifie. 

Dans ce cas, Felement est constitue par au moins cinq, notamment au moins dix 
et preferentiellement au moins quinze nucleotides, nucleotides modifies ou un melange 
de nucleotide(s) et de nucleotide(s) modifie(s). 
5 Selon un premier mode de realisation et dans le cas ou F element est constitue par 

un nucleotide ou nucleotide modifie ou par un oligonucleotide comportant ou non au 
moins un nucleotide modifie ; le nucleotide, le nucleotide modifie ou F oligonucleotide 
ne s'hybride pas sur Facide nucleique, Felement est suffisamment long pour permettre la 
formation d'une boucle et d'une hybridation entre les nucleotides et/ou les nucleotides 

10 modifies, qui constituent cette boucle 

Selon un second mode de realisation et dans le cas ou Felement est constitue par 
un nucleotide ou nucleotide modifie ou par un oligonucleotide comportant ou non au 
moins un nucleotide modifie ; le nucleotide, le nucleotide modifie ou F oligonucleotide 
ne s'hybride pas sur Facide nucleique, Felement est constitue d'une "queue" de 

15 polynucleotides et/ou de polynucleotides modifies, qui comporte tous les memes bases. 

Dans le cas d'une amorce de blocage utilisee dans un procede d'amplification 
comportant un element qui ne permet pas F elongation, Felement est substitue a Fatome 
d'hydrogene du groupement hydroxyle ou au groupement hydroxyle, place en position 
3' du ribose, lui-meme situe a Fextremite 3' de Facide nucleique. 

20 Dans le cas d'une amorce de blocage utilisee dans un procede d'amplification 

comportant, en plus, un element protecteur, Felement est : 

- substitu6 au phosphate place en position 5' du ribose, lui-meme situe a Fextremite 5' 
de Facide nucleique, ou 

- greffe sur le phosphate, place en position 5' du ribose, lui-meme situe a Fextremite 5' 
25 de Facide nucleique. 

Les figures ci-jointes sont donnees a titre d'exemple explicatif et n'ont aucun 
caractere limitatif. 

— — — _Xa_figure 1 represente.une vueschematique de-principe-d'une amplification d'un— 
30 brin d'acide nucleique et de son brin complementaire par Fintermediaire de deux 
amorces, dans ce cas qui est le plus simple, il y a une amorce par brin. 
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La figure 2 represente une vue schematique de principe d'une amplification selon 
la figure 1 mais utilisant la technique exposee par la presente invention. 

La figure 3 represente les differentes substitutions qui peuvent etre realisees sur 
les nucleotides de Pamorce de blocage ou : 
5 - Rl est un element qui se trouve a Pextremite 3' de Pamorce bloquante et qui empeche 
toute elongation lors de Pamplification, 

- R2 est un element qui peut se trouver sur au moins une des positions 2' du ribose d'un 
nucleotide de Pamorce bloquante et qui renforce la stabilite du duplex amorce bloquante 

- acide nucleique, et 

10 - R3 est un element qui se trouve a Pextremite 5' de Pamorce bloquante et qui fait office 
d'element protecteur. 

La figure 4 represente le positionnement de Pelement Rl a Pextremite 3' de 
Pamorce de blocage lorsque ladite amorce est hybridee a Pacide nucleique. 

La figure 5 represente le positionnement de Pelement R3 a Pextremite 5' de 
15 Pamorce de blocage lorsque ladite amorce est hybridee a Pacide nucleique. 

La figure 6 represente le duplex amorce de blocage - acide nucleique ou X 
represente un nucleotide de Pamorce de blocage comportant Pelement R2 qui renforce 
la stabilite du duplex, en position sur le ribose de ce nucleotide. 

La figure 7 represente differentes structures qui, par ajout en position 3' de 
20 Pamorce bloquante, empeche toute elongation lors de Pamplification. 

La figure 8 represente differentes structures qui, par ajout en position 5' de 
Pamorce bloquante, en complement des modifications en position 3', telles que 
representees a la figure 3, font office d'element protecteur en empechant la degradation 
ou P ejection de Pamorce de blocage lors de Pamplification. 
25 La figure 9 represente P61ectrophoregramme correspondant au resultat de la 

reaction de sequence d'un echantillon d'ADN d'une lignee lymphoblastoide HLA- 
DRB 1*1301 et HLA-DRB3*01, observe pour la region codant pour les acides amines 
56 a 65 (selon la nomenclature officielle HLA) des genes HLA-DRB sans utilisation 

d'amorcebloquante — - 

30 La figure 10 represente Pelectrophoregramme correspondant au resultat de la 

reaction de sequence d'un echantillon d'ADN d'une lignee lymphoblastoide HLA- 
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DRB1*1301 et HLA-DRB3*01, observe pour la region codant pour les acides amines 
56 a 65 (selon la nomenclature officielle HLA) des genes HLA-DRB avec utilisation 
d'un oligonucleotide 5'-phosphate / 3'-C6-NH 2 inhibant 1' amplification du gene HLA- 
DRB3. 

5 La figure 1 1 represente Pelectrophoregramme correspondant au resultat de la 

reaction de sequence d'un echantillon d'ADN d'une lignee lymphoblastolde HLA- 
DRB 1*0901 et HLA-DRB4*01, observe pour la region codant pour les acides amines 
29 a 47 (selon la nomenclature officielle HLA) des genes HLA-DRB sans utilisation 
d'amorce bloquante. 

10 La figure 12 represente Pelectrophoregramme correspondant au resultat de la 

reaction de sequence d'un echantillon d'ADN d'une lignee lymphoblastoide HLA- 
DRB 1*0901 et HLA-DRB4*01, observe pour la region codant pour les acides amines 
29 a 47 (selon la nomenclature officielle HLA) des genes HLA-DRB avec utilisation 
d'un oligonucleotide 5'-acridine / 3'-H inhibant 1'amplification du gene HLA-DRB4. 

15 La figure 13 represente une vue schematique de principe d'une amplification 

selective d'un gene dans une famille de genes apparentes localise sur un meme 
chromosome. 

La presente invention concerne done, entre autre, 1'utilisation d ! amorces 
20 oligonucleotidiques modifiees en leurs extremites, pour 1'amplification selective de 
genes. 

L'invention concerne egalement une methode utilisant des amorces 
oligonucleotidiques modifiees, pour 1'amplification selective de certains genes presents 
dans un ensemble de genes apparentes. 

25 

L'analyse de genes d'interet est facilitee par Tutilisation de techniques 
damnification genique, qui permettent de preparer a partir d'un echantillon biologique, 
des quantites de materiel specifique aisement analysable avec les techniques classiques 

de biologie- moleculaire. Ainsi,— l'emploi d'amorces- oligonucleotidiques— bornant une— 

30 region genique, conduit a l'obtention d'un melange de molecules nucleotidiques 
considerablement enrichi en la molecule d'interet, qui devient alors facilement detectable 
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par des techniques d'analyse electrophoretique ou des techniques d'hybridation 
moleculaire. L'efficacite de cette approche reside dans l'utilisation d'amorces 
oligonucleotidiques specifiques des regions geniques a analyser. Ces amorces doivent 
done etre des sequences oligonucleotidiques capables de s'hybrider selectivement avec 
5 les sequences nucleiques d'interet, presentes dans I'echantillon. 

L'analyse de genes membres de families de genes structurellement proches, peut 
cependant etre parfois delicate. La recherche de regions nucleotidiques uniques pour un 
gene donne permet d'atteindre la specificite recherchee, mais cette approche peut parfois 
10 s'averer etre difficile voire impossible. 

La presente invention consiste done a combiner l'utilisation d'amorces 
oligonucleotidiques specifiques pour l'amplification d'un ensemble limite de genes 
structurellement proches, et d'amorces oligonucleotidiques modifiees capables de 
15 bloquer specifiquement les genes indesirables. En fait, a chaque type de ces amorces 
modifies correspond un seul type de gene indesirable. 

Cette strategic permet de simplifier I'analyse de genes en melange, par 
determination de leur sequence nucleotidique (par sequenfage en gel par exemple ou par 
sequen9age par hybridation multiple - DNA Chip •) ou par Tanalyse de mutations. 

20 

L' invention revendique l'utilisation de melanges d f amorces nucleotidiques 
permettant Tamplification effective de regions nucleiques correspondantes, et d'amorces 
nucleotidiques bloquantes, chevauchantes ou situees en aval (par rapport a l'amorce 
nucleotidique permettant l'amplification), constitutes d'oligonucleotides ne pouvant 
25 servir de sequences initiatrices pour Telongation et done pour l'amplification des 
sequences en aval. 

Ainsi, pour un gene ou un allele indesirable, l'amorce non bloquante et l'amorce 

bloquante. s'hybrident sur le meme brin pour une polarite d'amorce-donnee-(amorces 5* 

30 en amont, ou amorces 3' en aval de la region a analyser). L'amorce non bloquante, si elle 
parvient a s'hybrider sur le brin a amplifier, ne peut generer des amplicons au-dela de la 
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region correspondant au site d'hybridation de l'amorce bloquante, rendant inefficace 
l'amplification correspondant a l'amorce non bloquante. Ce principe, illustre sur les 
figures 1, 2 et 13, concerne le fonctionnement des amorces bloquantes et des amorces 
non bloquantes. 

5 Selon la figure 1, on realise une amplification avec amorces non bloquantes PI et 

P2. De maniere tout a fait classique, V extension des amorces PI et P2 s'opere et de 

multiples amplicons A sont obtenus. 

Selon la figure 2, on reprend exactement la figure 1, puisqu'il s'agit d'une 

amplification avec amorces non bloquantes PI et P2. Neanmoins sur le brin 
10 complementaire et en aval de la progression de l'elongation de l'amorce PI, on ajoute 

une sequence, faisant office d'amorce de blocage Plb, qui est capable de s'hybrider sur 

le brin complementaire, et d'empecher I' amplification a son niveau. Dans ce cas de 

figure, il n'y aura aucun amplicon produit. 

Selon la figure 13, on reprend exactement les figures 1 et 2 puisqu'il s'agit d'une 
15 amplification selective du gene G 2 par blocage des genes apparentes Gl et G3 par des 

amorces bloquantes specifiques et des amorces d' amplification non specifiques. 

L'invention revendique Putilisation d'amorces de blocage comprenant des 
nucleotides modifies. Ce principe est illustre sur les figures 3 a 6. 
20 Selon la figure 3, le nucleotide peut etre modifie sur les positions 2' ou 3' du 

ribose, au niveau de 1'extremite 3' de I'oligonucleotide et sur la position 5'du ribose au 
niveau de 1'extremite 5' dudit oligonucleotide. 

Selon la figure 4, le groupement Rl substitue, en position 3' du ribose, 
Thydroxyle et permet d'empecher l'elongation de 1'extremite 3' de l'amorce par la 
25 polymerase, lorsque le duplex acide nucleique - amorce bloquante est forme. 

Selon la figure 5, le groupement R3 substitue, en position 5' du ribose, le 
phosphate et permet de proteger l'amorce bloquante d'une degradation de 1'extremite 5' 
et/ou d'un deplacement de l'amorce bloquante, lors de l'elongation de l'amorce 

d* amplification: — 

30 Selon la figure 6, le duplex acide nucleique - amorce bloquante peut etre 

renforce par substitution de Thydroxyle ou de Phydrogene en position 2' du ribose, cette 
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substitution pouvant se faire sur plusieurs nucleotides de r amorce bloquante. Le 
groupement R2 peut etre, par exemple, un radical T O-methyle, qui stabilise les duplex 
ADN - ARN, en creant une interaction de type hydrophobe. 

5 La strategic revendiquee trouve de multiples applications chaque fois qu'un 

melange de sequences apparentees est a analyser : genetique humaine ou animate, 
analyses d'agents infectieux (virus, bacteries, parasites,...) 

A titre d'exemple, des applications dans le domaine du typage HLA (pour 
Human Leukocyte Antigens) sont decrites ci-apres. 

10 Ainsi, le complexe majeur d'histocompatibilite (CMH) comprend un ensemble de 

genes situes sur le chromosome 6 chez l'homme, impliques dans la regulation de la 
reponse immunitaire (Bodmer et al. Nomenclature for factors of the HLA system, 1996, 
Tissue Antigens, 1997, 49, 297-321), Un tres grand polymorphisme est observe pour 
ces genes, et un jeu bien particulier de versions (ou alleles) de chacun de ces genes est 

15 observe pour chaque individu. II est important de noter que tout individu possede deux 
alleles de chaque gene, herites Tun de la mere, l'autre du pere. 

Au sein de cet ensemble de genes du CMH plus couramment nommes "genes 
HLA", certains sont desormais bien connus, tant leur sequence nucleique que les 
fonctions des proteines correspondantes. II s'agit essentiellement des genes HLA dits de 

20 classe I (HLA-A, HLA-B, HLA-Cw) et des genes HLA dits de classe II (HLA-DR, 
HLA-DQ et HLA-DP). Ces genes participent a la regulation de la reponse immunitaire 
au niveau de la surveillance de l'integrite du soi, avec differentes consequences dans le 
domaine medical. Une premiere application concerne le domaine des greffes d ! organes 
ou de moelle osseuse, et de nombreux travaux ont demontre l'importance d'un 

25 appariement optimal entre le donneur d'organe(s) et le receveur, pour les genes HLA 
impliques done dans Thistocompatibilite. Une seconde application concerne l'etude de la 
susceptibilite de chaque individu a developper certaines pathologies induites par des 
agents infectieux (virus, bacteries, parasites) ou par d'autres mecanismes encore mal 

cqnnus (cas_des„maladies_aut0rimmunes par. exemple).- Les-genes-HLA-participent alors 

30 au developpement de la tres grande diversite de la reponse immunitaire, observee au 
niveau de chaque individu, pour un groupe ethnique donne. Enfin, la determination des 
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alleles des genes HLA permet une caracterisation ou identification precise de tout 
individu, constituant un troisieme domaine d'application du typage HLA. 

Une des difficultes principales du typage HLA reside dans l'homologie 
structurelle observee pour ces genes, ceux-ci ayant evolue a partir d'ancetres communs. 
5 II en resulte que les genes d'interet sont a analyser au sein d'un ensemble de genes 
fonctionnels proches, ou de genes non fonctipnnels (pseudogenes). II est done essentiel 
de maitriser le mieux possible le ciblage de 1'analyse des sequences nucleiques, en 
optimisant les techniques d'amplification des regions a sequencer. 

Par exemple, le typage HLA-A repose sur 1'analyse selective des deux alleles du 

10 gene HLA-A observes chez un individu, en evitant 1'analyse des genes structurellement 
proches HLA-B et HLA-Cw. II est done essentiel de pouvoir amplifier specifiquement 
les regions apparentees observees pour le gene HLA-A, en utilisant des amorces 
nucleotidiques capables de s'hybrider uniquement avec les regions ciblees sur ce gene. 

Un autre exemple concerne le typage HLA-DR, ou 1'analyse du polymorphisme 

15 ne concerne que les genes HLA-DRB1, HLA-DRB3, HLA-DRB4 et HLA-DRB5 qui 
correspondent aux genes codant pour les chames polypeptidiques constituant les 
proteines fonctionnelles exprimees a la surface des cellules, en evitant la co-amplification 
et 1'analyse des pseudogenes HLA-DRB2, HLA-DRB6, HLA-DRB7, HLA-DRB8 et 
HLA-DRB9. L'exemple du typage HLA-DR illustre la grande complexite du melange de 

20 sequences nucleiques a identifier rencontrees pour un echantillon donne, et la presence 
de deux alleles pour chacun des genes accroit encore la difficulte, rendant parfois 
Interpretation des resultats bien delicate (ambigui'tes de typage). 

En prenant pour exemple le typage HLA-DR, il peut s'averer que la 
simplification de 1'analyse puisse etre tres benefique, en restreignant celle-ci uniquement 

25 a 1'analyse du gene HLA-DRB1 (avec ses deux alleles pour chaque individu), si les 
techniques d'analyse moleculaire employees font appel a la determination d'intensite de 
signaux (intensite de fluorescence pour des molecules de tailles croissantes pour le 
sequencage) ou a l'interpretation de profils de reactivite d'hybridation d'oligosondes, par 

exempler Get-objectif-peut-etre-atteint~en-se^ 

30 d'amplification specifiques HLA-DRB1, mais cette approche n'est pas toujours possible 
du fait des sequences nucleiques observees pour les differents alleles du gene HLA- 
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DRB1 et des sequences des autres genes HLA-DRB qui partagent une grande 
homologie. Une alternative consiste en la presente invention, et repose sur l'utilisation 
d'un melange d'amorces specifiques des genes HLA-DRB mais non specifiques du gene 
HLA-DRB 1, et d'amorces bloquantes specifiques des genes HLA-DRB3, HLA-DRB4 et 
HLA-DRB5. II en resulte done une amplification selective des genes HLA-DRB 1, 
permettant la determination plus facile des deux alleles HLA-DRB 1 observes pour un 
individu donne. 

Les amorces nucleotidiques sont synthetisees selon les methodes traditionnelles 
comme celles utilisant la synthese en phase solide par exemple, et sauf indications 
contraires, component un residu -OH en 3* sur le sucre (3 '-OH) permettant leur 
elongation lors de l'etape damnification. II s'agit essentiellement ^oligonucleotides de 
longueur comprise entre 10 et 30 mers, selon les applications, ceci dependant des 
sequences nucleiques considerees. 

Les amorces nucleotidiques bloquantes sont preparees selon les methodes citees 
ci-dessus et contiennent un groupement fonctionnel, qui inhibe l'elongation, situe a 
1'extremite 3* de l'ofigoncucleotide. L'objet de cette fonction bloquante est d'empecher 
Taddition par la DNA polymerase, de la base suivante selon 1'information lue sur la 
sequence complementaire. A titre d'exemple, ce groupement fonctionnel bloquant en 3* 
peut etre un groupement phosphate-alkylamine (C6-NH 2 ), phosphate ou dabcyl, voir a 
ce sujet la figure 7. Ces groupements protegent la fonction hydroxyle (3'-OH) et 
bloquent ainsi sa reactivite lors de la polymerisation polynucleotidique catalysee par la 
DNA polymerase. Le blocage de la polymerisation enzymatique peut etre aussi obtenu 
par deshydroxylation de la position 3'. En effet, des amorces contenant des extremites 
3'-H, 2'-OH peuvent etre obtenues en utilisant des reactifs appropries et la technique 
d'assemblage oligonucleotidique sur support solide. 

Si Tutilisation d*une amorce bloquante non chevauchante avec l'amorce non 

bloquan te do it etre envisagee, il peut etre avanta geux de prote ger eg alement Textre mite 

30 5' de l'amorce bloquante, afin que celle-ci ne soit ni degradee par Factivite exonuclease 
de la polymerase, ni deplacee lors de Telongation de l'amorce non bloquante situee plus 
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en amont (plus en 5') de la region a amplifier. Pour cela, differentes modifications 
peuvent permettre de maintenir I'integrite de I'amorce bloquante hybridee sur la 
sequence nucleique a inactiver. Plusieurs possibilites peuvent 6tre citees a titre 
d'exemples : le noyau acridine, le dimethoxytrityle (DMT), le groupement 
thiophosphate, une sequence additionnelle "tige-boucle". De telles modifications sont 
bien representees a la figure 8. 

Le noyau acridine est un intercalant puissant, il confere ainsi au duplex amorce - 
sequence cible une tres grande stabilite et evite le deplacement de I'amorce. Le 
dimethoxytrityle (DMT) utilise comme groupement protecteur de 1'extremite 5'- 
hydroxyle, le groupement thiophosphate utilise dans la strategic antisens, et une 
sequence additionnelle capable de former une structure secondaire "tige-boucle" 
protegent I'amorce d'une eventuelle degradation par une activite exonucleasique. 



Modification en 3' 


-C 6 -NH 2 




-phosphate 




-H 




-dabcyl 


Modification en 5' 


-acridine 




-DMT 




-thiophosphate 




-structure " tige-boucle " 



Tableau 1 : m odifications des extremites Y (et) 5' des amorces 
bloquantes 

Le principe d'utilisation de melanges d ! amorces non bloquantes et d'amorces 
bloquantes, peut etre utilise pour 1'extremite 3' (en aval), ou pour 1'extremite 3 1 et pour 
1'extremite 5* (en amont de la region a analyser), selon les caracteristiques des sequences 
—nueleiques ou selon-la complexite des genes dela region a analyser " ~~ 
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Cette approche d'amplification utilisant des amorces bloquantes peut aussi etre 
appliquee pour des strategies d'amplification simple correspondant a un melange 
d'amorces capables de s'hybrider sur une meme sequence nucleique a analyser, ou en 
multiplex correspondant a plusieurs melanges d'amorces capables de s'hybrider lors 
d'une meme reaction d'amplification sur differentes sequences nucleiques a analyser 
(differents loci, differents genes ou differentes regions de gene). 

Exemple de svnthese d'a morces oligonucleotidiques bloauees en 3* et en 5* 

Les amorces oligonucleotidiques bloquees ont ete synthetisees sur un appareii 
Expidite (Perseptive Biosystems) selon la methode au phosphoramidite par voie 
automatique conformement au protocole propose par le constructeur. Les reactifs 
phosphoramidites necessaires a 1' introduction des modifications en 3' et en 5' ont ete 
obtenus de chez Glenn Research. 

La purification des oligonucleotides est realisee par HPLC en phase inverse 
(colonne semi-preparative Beckman ODS 10 mm x 25 cm; C18; 5 urn de porosite; 
eluant: gradient de 30 min de 10 a 30% d'acetonitrile en melange avec une solution 
aqueuse d'acetate de triethylammonium 0,1 M a pH 7). Les fractions contenant 
Toligonucleotide sont collectees et sechees. Les differents oligonucleotides sont ensuite 
repris dans de l'eau pure et quantifies par mesure de l'absoprption UV. 

Pour illustrer le principe de la presente invention, deux exemples d'application 
dans le domaine HLA sont decrits ci-apres. 

Exemple 1 : blocape sp ecifique de 1'amplification du gene HLA-DRB3 

Plusieurs genes HLA-DRB peuvent coder pour une chaine polypeptidique HLA- 
DRP : HLA-DRB 1, HLA-DRB3, HLA-DRB4 et HLA-DRB 5. L'organisation de cet 
ensem ble de genes fonctionnels transmis de facon her^ditair^ varift zdnn in^ivj^^g 
qui presentent done differents haplotypes conserves. Si la presence d'un gene HLA- 
DRB 1 est toujours observee, la presence de un ou deux autres genes (HLA-DRB3, 
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HLA-DRB4, HLA-DRB5) est facultative, selon I'allele HLA-DRB1 porte par le meme 
chromosome. Par ailleurs, du fait de la presence des deux haplotypes (un herite de la 
mere, l'autre du pere), la complexite du melange des sequences HLA-DRB a analyser est 
tres variable. L'analyse de Information principale associee aux alleles HLA-DRB 1, peut 
5 done etre delicate a interpreter selon la presence ou non des autres genes HLA-DRB, 
comme par exemple le HLA-DRB3. II peut done etre avantageux de pouvoir amplifier 
tous les alleles possibles HLA-DRB 1 (184 inscrits a la nomenclature de 1997, 
Nomenclature for factors of the HLA system, 1996, Tissue Antigens, 49, 3-II t March 
1997) sans amplifier ies alleles HLA-DRB3 eventuellement presents (1 ou 2 alleles 
10 possibles parmi les 1 1 alleles inscrits a la nomenclature de 1997). 

Afin d'illustrer Pinhibition specifique de P amplification du gene DRB3, deux 
exemples sont decrits ci-apres, le premier en utilisant un oligonucleotide comportant une 
extremite 3' modifiee par incorporation d'un bras amine (oligonucleotide 5858, SEQ ID 
15 3) et le second en utilisant un oligonucleotide comportant une extremite 3* modifiee 
comportant un -H et une extremite 5' modifiee comportant une acridine (oligonucleotide 
5967, SEQ ID 4). 

Les ADN ont ete extraits selon les techniques classiques de lyse ceilulaire, de 
digestion par la proteinase K, puis purifies par precipitation ethanolique apres extraction 
20 phenolique. Les solutions d'ADN (concentration ajustee a 100 ng/^1 en H 2 0) sont 
conservees a 2-8°C. 

Les conditions generates d'amplification utilisees ont ete les suivantes ; 



- Tampon X10 10 jil 
25 - amorce 5' generique (5867, SEQ ID NO 1 ) (1 OjiM) (0, 1 jiM final) : 1 nl 

- amorce 5 1 bloquante (lOpM) (0 a l,2nM final) : 0 a 12 ^1 

- amorce 3 f generique (P2, SEQ ID NO 2) (10nM) (0, 1 jiM final) 1 \il 

- dNTP (20mM) (0,2mM final) 1 M l 

.-Jraq.polymerase(5UI/jil)-(-l T 5U) — 0 r 3~nl 

30 -ADN(100ng/^l)(100ng) l M l 

-H 2 0(QSP) 100 |il 
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Les caracteristiques du programme ^amplification utilise avec un appareil Perkin 
Elmer GeneAmp 9600, ont ete les suivantes : 
2 min a 95°C (1 cycle) 

30 sec a 95°C + 30 sec a 55°C + 30 sec a 72°C (32 cycles) 
7mina72°C(l cycle) 

Les produits d'amplification obtenus ont ete controles en analysant une partie 
aliquote (5ul) par electrophorese en gel d'agarose puis coloration au bromure 
d'ethidium. Apres ce controle, les amplicons prepares ont ete analyses avec le coffret 
bioMerieux de typage HLA-DR oligodetection (ref. 74 500). Ce test permet de 
determiner le typage HLA-DR par technique d'hybridation reverse en microplaques, par 
detection et analyse des alleles HLA-DRB1, HLA-DRB3, HLA-DRB4 et HLA-DRB5 
(PCT/FR92/00702). 

Blocage DRB3 avec oligo 5'-phosphate / 3'-C 6 -NH 2 : 
ADN : lignee OMW (ECCAC 9058), DRB1*1301, DRB3*01 
Amorce HLA-DRB generique 5' (oligonucleotide 5867, SEQ ID NO 1) : 0.1 uM final 
Amorce HLA-DRB generique 3' (oligonucleotide P2, SEQ ID NO 2) : 0.1 uM final 
Amorce HLA-DRB3 bloquante 5' (oligonucleotide 5858, SEQ ID NO 3) : 0, 0.3, 0.6, 
0.9, 1.2 uM final 
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Hybridation en microplaque : 

Les valeurs des signaux d'hybridation (densite optique lue a 492 nm xlOOO) 
observees pour chacune des sondes specifiques, sont reportees dans le tableau 2 ci- 
5 dessous. 



Cone, finale d'amorce bloquante 5858 (pM) 


Sonde 13 


Sonde 3+6 


Sonde 52a 


0 


> 2500 


723 


928 


0.3 


2109 


578 


101 


0.6 


1901 


563 


29 


0.9 


1759 


374 


31 


1.2 


1719 


503 


12 




Ratio 0.6 / 0 


0.76 


0.78 


0.03 



Tableau 2 : sig naux d'hybridation de P amorce bloquante 5858 a differentes 
sequences cibles en fonction de sa concentration 

10 

Le calcul du ratio de la valeur lue pour 0.6 ^iM par rapport a la valeur lue sans 
blocage, permet d'apprecier Pinhibition de P amplification du gene DRB3. 

Les sondes 13 et 3+6 sont specifiques du gene DRB1, et la sonde 52a est 
specifique du gene DRB3. L'addition d'oligonucleotide 5858 lors de P amplification, 
15 inhibe P amplification du gene DRB3, sans affecter P amplification du gene DRB1. Cette 
inhibition est dose dependante, et Pinhibition totale est observee pour une concentration 
d'oligonucleotide DRB3 bloquant de 0.6 \iM et plus, 

Sequenyage : 

20 

LeTproduit^ dugSTe DRB3, ont 

ete sequences en utilisant le kit ABI Prism Big Dye Terminator Cycle Sequencing Ready 
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Reaction (perkin-Elmer ref. 4303152). Les electrophoregrammes de la reaction Reverse 
sont reportes ci-apres, pour r essai sans blocage et pour l'essai avec blocage par 0.9 \iM 
d' oligonucleotide 5858. 

Le montage des electrophoregrammes concernant la region codant pour les 
acides amines 56 a 65 (Nomenclature officielle HLA) des genes HLA-DRB, illustre 
1'inhibition de r amplification du gene HLA-DRB3 (Figures 9 et 10). 



Sequence attendue pour 5 > > 3 1 

56 60 65 

DRB 1*1301 CCT GAT GCC GAG TAC TGG AAC AGC CAG AAG GAC 

DRB3*01 CCT GTC GCC GAG TCC TGG AAC AGC CAG AAG GAC 

DRB1*1301+DRB3*01 (forward) CCT GWY GCC GAG TMC TGG AAC AGC CAG AAG GAC 

DRB1*1301+DRB3*01 (reverse) GGA CWR CGG CTC AKG ACC TTG TCG GTC TTC CTG 

Sequence lue pour 

essai sans blocage gga cwr cgg ctc akg acc ttg tcg gtc ttc ctg 

essai avec blocage (0.9 uM) gga cta cgg ctc atg acc ttg tcg gtc ttc ctg 

Ainsi, Taddition d'amorce bloquante specifique DRB3 (oligonucleotide 5858, 3'- 
Cfi-NH 2 ) inhibe Tamplification du gene DRB3 comme le montre la disparition des bases 
apparentees en position 57 et 60, demontrant Tabsence de la sequence correspondant a 
T allele DRB3*0L 



Blocage DRB3 avec oligonucleotide 5'-acridine / 3'-H 
ADN : lignee OMW (ECCAC 9058), DRB1*1301, DRB3*01 
Amorce HLA-DRB generique 5' (oligonucleotide 5867, SEQ ID NO 1) : 0.1 \iM final 
Amorce HLA-DRB generique 3' (oligonucleotide P2, SEQ ID NO 2) : 0. 1 uM final 
Amorce HLA-DRB3 bloquante 5' (oligonucleotide 5967, SEQ ID NO 4) : 0, 0.3, 0.6, 
"0:9ri72~pM~final ~ ~ ~ 
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Hybridation en microplaque : 

Les valeurs des signaux d'hybridation (densite optique lue a 492 nm xlOOO) 
observees pour chacune des sondes specifiques, sont reportees dans le tableau 3 ci- 
5 dessous. 



Cone, finale d'amorce bloquante 5967 (\iM) 


Sonde 13 


Sonde 3+6 


Sonde 52a 


0 


2356 


907 


893 


0.3 


1227 


251 


5 


0.6 


1395 


239 


0 


0.9 


799 


185 


4 


1.2 


965 


161 


0 




Ratio 0.6 / 0 


0.60 


0.30 


0 



Tableau 3 : signaux d'hybridation de P amorce bloquante 5967 a differentes 
sequences cibles en fonction de sa concentration 

10 

Le calcul du ratio de la valeur lue pour 0.6 / la valeur lue sans blocage, 
permet d'apprecier rinhibition de P amplification du gene DRB3. 

La encore, Paddition d' oligonucleotide 5967 lors de P amplification, inhibe 
15 Pamplification du gene DRB3, sans affecter P amplification du gene DRB1. Cette 
inhibition est dose dependante, et Pinhibition totale est observee pour une concentration 
d'oligonucleotide DRB3 bloquant de 0.3 \xM et plus. 

Exemple 2 : blocage specifique de l'amplification du gene HLA-DRB4 

20 

La situation est comparable a celle decrite dans Pexemple 1. Afin de simplifier 
P interpretation du typage HLA-DRB1, il peut etre avantageux de limiter Pamplification 
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HLA-DRB avec les amorces HLA-DRB generiques, au gene DRB1, sans co- ! 
amplification du gene DRB4. La presente invention decrit I'utilisation d'amorces j 
specifiques DRB4 bloquantes. I 

I 

5 Les protocoles experimentaux sont identiques a ceux decrits dans 1'exemple 1 . j 

ADN : lignee T7526 (ECCAC 9076), DRB1* 0901, DRB4*01 j 

Amorce HLA-DRB generique 5' (oligonucleotide 5867, SEQ ID NO 1) : 0.1 uM final i 

] 

Amorce HLA-DRB generique 3 ' (oligonucleotide P2, SEQ ID NO 2) : 0. 1 uM final 
Amorce HLA-DRB4 bloquante 5' (oligonucleotide 5965, SEQ ID NO 5) : 0, 0.3, 0.6, 
10 0.9, 1.2 uM final 

Hybridation en microplaque : 

Les valeurs des signaux d' hybridation (densite optique lue a 492 nm xlOOO) 
15 observees pour chacune des sondes specifiques, sont reportees dans le tableau 4 ci- 
dessous. 



Cone, finale d'amorce bloquante 5965 (uM) 


Sonde 9 


Sonde 53 


0 


1769 


1320 


0.3 


1935 


110 


0.6 


1754 


41 


0.9 


1750 


29 


1.2 


1516 


14 




Ratio 0.6 / 0 


0.99 


0.03 



Tableau 4 : sipna ux d'hvbridation de Tamorce bloquante 5965 a differentes 
20 sequences cibles en fonction de sa concentration 
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Le calcul du ratio de la valeur lue pour 0.6 / la valeur lue sans blocage, 
permet d'apprecier l'inhibition de P amplification du gene DRB4. 

La sonde 9 est specifique du gene DRBl, et la sonde 53 est specifique du gene 
DRB4. L'addition d'oligonucleotide 5965 lors de Pamplification, inhibe P amplification 
du gene DRB4, sans affecter Pamplification du gene DRBl. Cette inhibition est dose 
dependante, et Pinhibition totale est observee pour une concentration d'oligonucleotide 
DRB4 bloquant de 0.6 et plus. 



10 Sequenpage : 

Les produits d' amplification obtenus avec ou sans blocage du gene DRB4, ont 
ete sequences en utilisant le kit ABI Prism Big Dye Terminator Cycle Sequencing Ready 
Reaction (perkin-Elmer ref 4303 1 52). Les electrophoregrammes de la reaction Reverse 
15 sont reportes ci-apres, pour Pessai sans blocage et pour Pessai avec blocage par 0.9 
d'oligonucleotide 5965. 

Le montage des electrophoregrammes concernant la region codant pour les 
acides amines 29 a 47 (Nomenclature officielle HLA) des genes HLA-DRB, illustre 
Pinhibition de Pamplification du gene HLA-DRB4 (Figures 1 1 et 12). 



20 



Sequence attendue pour 5* > 3' 

30 35 40 45 

DRB1*0901 AGA GGC ATC TAT AAC CAA GAG GAG AAC GTG CGC TTC GAC AGC GAC GTG GGG GAG TAC 

DRB4*01 AGA TAC ATC TAT AAC CAA GAG GAG TAC GCG CGC TAC AAC AGT GAC CTG GGG GAG TAC 

DRB1*0901+DRB4*01 (forward) AGA KRC ATC TAT AAC CAA GAG GAG WAC GYG CGC TWC RAC AGY GAC STG GGG GAG TAC 

DRBl *0901+DRB4*01 (reverse) TCT MYG TAG ATA TTG GTT CTC CTC WTG CRC GCG AWG YTG TCR CTG SAC CCC CTC ATG 

Sequence lue pour 

essai sans blocage TCT MYG TAG ATA TTG GTT CTC CTC WTG CRC GCG AWG YTG TCR CTG SAC CCC CTC ATG 

essai avec blocage (0.9 uM) TCT CCG TAG ATA TTG GTT CTC CTC TTG CAC GCG AAG CTG TCG CTG CAC CCC CTC ATG 



Ainsi, P addition d'amorce bloquante specifique DRB4 (oligonucleotide 5965, 3'- 



C 6 -NH 2 ) inhibe Pamplification du gene DRB4 comme le montre la disparition des bases 
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apparentees en positions 30, 37, 38, 40, 41, 42 et 44, demontrant I'absence de la 
sequence correspondant a 1'allele DRB4*01. 

La presente invention peut etre appliquee au typage HLA-DRB 1 de haute 
resolution, le blocage specifique de Pamplification specifique des genes HLA-DRB3, - 
5 DRB4, -DRB5 et des pseudogenes HLA-DRB2, -DRB6, -DRB7, -DRB8 et -DRB9 par 
l'utilisation d'amorces bloquantes reduisant l'analyse a un melange de une (cas d'un 
echantillon homozygote) ou de deux sequences nucleotidiques (cas d'un echantillon 
heterozygote). Une telle strategic utilise des amorces bloquantes HLA-DRB3 
specifiques (oligonucleotides 5816 (SEQ ID NO 6), 5868 (SEQ ID NO 7), 5885 (SEQ 

10 ID NO 8) a titre d'exemples), des amorces HLA-DRB4 specifiques (oligonucleotides 
5883 (SEQ ID NO 9), 5916 (SEQ ID NO 10), 5917 (SEQ ID NO 11) a titre 
d'exemples) et des amorces HLA-DRB 5 specifiques (oligonucleotides 5021 (SEQ ID 
NO 12), 5870 (SEQ ID NO 13), 5871 (SEQ ID NO 14), 5881 (SEQ ID NO 15), 5902 
(SEQ ID NO 16), 5903 (SEQ ID NO 17), 5913 (SEQ ID NO 18), 5914 (SEQ ID NO 

15 19) a titre d'exemples), modifies en leurs extremites 3' et 5' comme decrit plus haut. 

Un blocage complet des genes HLA-DRB3, -DRB4 et -DRB5 peut Stre realise 
en utilisant un melange d'amorces bloquantes. 
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Dans le tableau 5 qui suit, i represente Pinosine. 



V 



Reference 
bioMerieux 


SEQ ID 
NO 


Sequence nucleotidique (5' > 3') 


ModiP 
en 5' 


ModiP 
en 3' , 


5867 


1 


ATC CTT CGT GTC CCC ACA GCA CG 


- 


- 


P2 


2 


TCG CCG CTG CAC TGT GAA G 


- 


- 


5858 


3 


CCC CCC AGC ACG TTT CTT GGA GCT 


- 


C 6 -NH 2 


5967 


4 


CCC CCC AGC ACG TTT CTT GGA GCT 


-acridine 


-H 


5965 


5 


CCC ACA GCA CGT TTC TTG GAG CAi GC 


- 


..C 6 -NH 2 


5816 


6 


CCC AGC ACG TTT CTT GGA GCT 


- 


- 


5868 


7 


CCC CCC AGC ACG TTT CTT GGA GCT 


- 


- 


5885 


8 


CCC CCC AGC ACG TTT CTT GGA GiT 


- 


- 


5883 


9 


CAT TTC CTC AAT GGG ACG GAG iiA 


- 


- 


5916 


10 


CCC CCA GCA CGT TTC TTG GAG CAi GC 


- 


- 


5917 


11 


CCC ACA GCA CGT TTC TTG GAG CAi GC 


- 


- 


5021 


12 


CA CGT TTC TTG CAG CAG GA 


- 


- 


5870 


13 


CA GCA CGT TTC TTG CAG CAG GA 


- 


- 


5871 


14 


CA iGT TTC TTG CAG CAG GA 




- 


5881 


15 


C A GCA iGT TTC TTG CAG CAG GA 






5902 


16 


CCC CCA GCA iGT TTC TTG CAG CAG GA 






5903 


17 


CCC ACA GCA iGT TTC TTG CAG CAG GA 






5913 


18 


CCC ACA GCA iGT TTC TTG CAG CAG iA 






5914 


19 


CCC CCA GCA iGT TTC TTG CAG CAG iA 

















Tableau 5 : sequence nucleotidique des oligonucleotides utilises comme 
amorces pour V amplification 



L'inosine, base non naturelle, est utilisee afin de fragiliser Phybride acide 
nucleique - amorce de blocage. En effet, Pinosine est relie a son nucleotide 
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complementaire par deux liaisons hydrogenes et done lorsqu'on la substitue a une 
pyrimidine, la liaison entre les deux brins, a son niveau, est plus faible. Un gene pouvant 
varier d'autres genes apparentes par une seuie base, il est interessant de substituer sur 
P amorce de blocage, complementaire du gene, les bases autour de cette position cruciale 
5 par des inosines. Le duplex acide nucleique - amorce de blocage devenant ainsi fragilise, 
il ne peut y avoir hybridation que si Pamorce est parfaitement complementaire de la 
sequence genique cible. On renforce ainsi la specificite de Pamorce de blocage. 

La presente invention concerne done un procede d' amplification selective de 
genes presents dans un melange de genes apparentes, par utilisation d'amorces 
10 oligonucleotidiques bloquantes correspondant a des oligonucleotides comportant une 
extremite 3' modifiee ne permettant pas leur elongation lors des etapes d' amplification 
enzymatique des genes cibles. 

L'invention concerne egalement Putilisation d'amorces bloquantes au sens decrit 
dans la revendication 1, comportant une extremite 5' modifiee ne permettant pas leur 
15 deplacement ou leur degradation, lors des etapes d'amplification enzymatique des genes 
cibles par une amorce specifique d'une region situee plus en 5' sur le meme gene. 

Dans le cas d'une utilisation d'amorces bloquantes au sens decrit ci-dessus la 
modification a P extremite 5'est facultative. Ainsi, deux possibilites difFerentes existent. 
Selon un premier mode d'utilisation, le groupement -OH en 3' est remplace par 
20 un groupement naturellement non trouve dans la nature, comme un groupement -H, - 
phosphate, -dabcyl, ou une chaine carbonee terminee par un groupement -NH 2 , a titre 
d'exemples. 

Selon un second mode d'utilisation, le groupement -phosphate en 5' est 
remplace par un groupement naturellement non trouve dans la nature, comme un 
25 groupement -DMT, acridine, -thiophosphate, ou une structure " tige-boucle a titre 
d'exemples. 

Les amorces bloquantes, telles que decrites ci-dessus, peuvent aussi comporter 
des modifications de Poligonucleotide en position non terminate et sont utilisees afin de 
favoriser leur h ybridation sur leurs sequences c ibles. 
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Les amorces bloquantes, telles que decrites ci-dessus, sont capables de s'hybrider 
sur le brin codant ou sur le brin complementaire (utilisation d'amorces bloquantes 5' ou 
d'amorces bloquantes 3'). 

II est egalement possible d'utiliser une amorce bloquante ou un melange 
5 d'amorces bloquantes. 

L'utilisation d'amorces bloquantes est particulierement interessante pour les 
methodes d' amplification des sequences cibles, comme par exemple la PCR, la TMA ou 
tout autre technique. 

L'invention concerne enfin l'utilisation d'une ou de plusieurs amorces bloquantes 
10 pour l'inhibition de Pamplification des genes HLA-DRB3, -DRB4 et -DRB5, choisies 
parmi celles qui sont defmies par les sequences SEQIDNos:3 a 19, et leurs 
complementaires. 
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REVENDICATIONS 

1. Procede d' amplification d'au moins une sequence nucleotidique particuliere 
d'uri acide nucleique de synthese ou naturel contenu dans un melange reactionnel, le 

5 melange reactionnel etant constitue d'au moins un acide nucleique comportant au moins 
deux sequences nucleotidiques apparentees et/ou d'au moins deux acides nucleiques 
comportant chacun au moins une sequence nucleotidique apparentee; le procede 
utilisant au moins un type d'amorces d 'amplification capables de s'hybrider avec P acide 
nucleique pour permettre Pamplification des sequences nucleotidiques apparentees, 
10 caracterise en ce qu'il consiste a ajouter, dans le melange reactionnel, au moins une 
sequence, faisant office d'amorce de blocage, qui est capable : 

- de s'hybrider a au moins une sequence nucleotidique, qui n'est pas la ou les 
sequences nucleotidiques particulieres a amplifier, et 

- d'empecher a son niveau P elongation de Pamorce d'amplification. 

15 

2. Procede, selon la revendication 1, caracterise en ce que la ou les amorces de 
blocage sont capables de s'hybrider a la ou a toutes les sequences nucleotidiques, qui ne 
sont pas la ou les sequences nucleotidiques particulieres a amplifier. 

20 3. Amorce de blocage utilisee dans un procede d'amplification, selon Pune 

quelconque des revendications 1 ou 2, caracterisee par le fait que chaque amorce de 
blocage est un oligonucleotide a base de desoxyribonucleotides et/ou de ribonucleotides 
et/ou de nucleotides modifies, tels que des PNA ou des nucleotides thiophosphates. 

25 4. Amorce, selon la revendication 3, caracterisee par le fait que chaque amorce 

de blocage comporte au moins un element qui empeche Pamplification. 

5. Amorce, selon la revendication 4, caracterisee par le fait que Pelement, qui 

empeche Pamplification, est situe a Pextremite 3I_de_Pamorce.de blocage et-ne-permet .... 

30 pas son elongation. 
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6. Amorce, selon ia revendication 5, caracterisee par le fait q ue Pelement, qui 
empeche P amplification, est situe a Pextremite 5' de Pamorce de blocage et fait office 
d'element protecteur. 

7. Amorce, selon Pune des revendications 4 a 6, caracterisee par le fait q ue 
chaque element, qui empeche P amplification, est constitue par un nucleotide ou 
nucleotide modifie ou par un oligonucleotide comportant ou non au moins un nucleotide 
modifie ; le nucleotide, le nucleotide modifie ou P oligonucleotide ne s'hybride pas sur 
Pacide nucleique. 

8. Amorce, selon Pune quelconque des revendications 4 a 6, caracterisee par le 
fait Q ue chaque element, qui empeche Pamplification, est constitue par une molecule, 
differente d'un nucleotide ou d'un nucleotide modifie. 

9. Amorce, selon Pune quelconque des revendications 4 a 7, caracterisee par le 
fait Q ue Pelement est constitue par au moins cinq, notamment au moins dix et 
preferentiellement au moins quinze nucleotides, nucleotides modifies ou un melange de 
nucleotide(s) et de nucleotide(s) modifie(s). 

10. Amorce, selon Pune quelconque des revendications 4 a 7 ou 9, caracterisee 
par le fait que Pelement est suffisamment long pour permettre la formation d'une boucle 
et d'une hybridation entre les nucleotides et/ou les nucleotides modifies, qui constituent 
cette boucle. 

11. Amorce, selon Pune quelconque des revendications 4 a 7 ou 9, caracterisee 
par le fait que Pelement est constitue d'une "queue" de polynucleotides et/ou de 
polynucleotides modifies, qui comporte tous les memes bases. 



30 12. Amorce dans laquelle Pelement ne permet pas Pelongation, selon Pune 

quelconque des revendications 4, 5 ou 7 a 11, caracterisee par le fait que 
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Pelement substitue a Patome d'hydrogene du groupement hydroxyle ou du groupement 
hydroxyle, place en position 3' du ribose, lui-meme situe a Pextremite 3' de Pacide 
nucleique. 

13. Amorce dans laquelle Pelement est protecteur, selon Pune quelconque des 
revendications 4, 6 a 12, caracterisee par le fait que Pelement est : 

- substitue au phosphate, place en position 5' du ribose, lui-meme situe a Pextremite 5' 
de Pacide nucleique, ou 

- greffe sur le phosphate, place en position 5' du ribose, lui-meme situe a Pextremite 5' 
de Pacide nucleique. 



WO 99/61661 



PCT/FR99/01247 



1/7 



5'_ 
3 r 



s P2 g 



5" R1 3" 



Fig. 1 



9 92 3" 



5' 



P1 



3" ff p 1b 3 1 



Fig.2 



AUCUN AMPLICON 



WO 99/61661 



PCT7FR99/01247 



2/7 




Fig. 3 



5' 



11 



, R1 

'y 



Fig. 4 




yiiimiiimm 



Fig- 6 



WO 99/61661 



PCT/FR99/01247 



3/7 




Fig. 7 



WO 99/61661 



PCT/FR99/01247 



4/7 




9H T 5' 

T T CGC — O-yp^ 



S'-Thiophosphate 5*-Tige-Boucle 



Fig. 8 



WO 99/61661 



PC77FR99/01247 




WO 99/61661 



PCT/FR99/01247 




WO 99/61661 



PCT/FR99/01247 




Amplicons 

1 — ► Amorce d'amplification 
— ■ Amorce bloquante 



Fig. 13 



WO 99/61661 



1 



PCT/FR99/01247 



LISTE DE SEQUENCES 
(1) INFORMATIONS GENERALES: 
(i) DEPOSANT: 

(A) NOM-: BIOMERIEUX 
5 (B) RUE: CHEMIN DE L 1 ORME 

(C) VILLE: MARCY L * ETOILE 

(E) PAYS: FRANCE 

(F) CODE POSTAL: 69280 

10 (ii) TITRE DE L* INVENTION: Procede d ' amplification d'au moins une 

sequence nucleotidique particuliere et 
amorces raises en oeuvre 



15 



(iii) NOMBRE DE SEQUENCES: 19 



(iv) ADRESSE DE CORRESPOND ANCE : 

(A) NOM: Cabinet GERMAIN & MAUREAU 

(B) RUE: 12 rue Boileau 

(C) VILLE: LYON 
20 (D) PAYS: FRANCE 

(E) CODE POSTAL: 69006 

(F) TELEPHONE: 04 72 69 84 30 

(G) TELEFAX: 04 72 69 84 31 

25 (v) FORME DE CH I FFRABLE PAR ORD INATEUR : 

(A) TYPE DE SUPPORT: disquette 3,5 pouces DS, HD 

(B) ORD INATEUR: EPSON (compatible IBM) 

(C) SYSTEME D ' EXPLOITATION : DOS 

(D) LOGICIEL: MICROSOFT WORD POUR WINDOWS 

30 

(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 1: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 23 paires de bases 

(B) TYPE: nucleotide 

35 (C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION: lin§aire 
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(ii) TYPE DE MOLECULE: ADNc 

(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 1: 
ATCCTTCGTG TCCCCACAGC ACG 

(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 2: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 19 paires de bases 

(B) TYPE: nucleotide 

(C) NOMBRE DE BRINS : simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 
(ii) TYPE DE MOLECULE: ADNc 

(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 2: 
TCGCCGCTGC ACTGTGAAG 



(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 3: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 24 paires de bases 

(B) TYPE: nucleotide 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 
<D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADNc 
(ix) CARACTERISTIQUE : 

(A) NOM/CLE : caracteristique particuliere 

(B) EMPLACLEMENT : 24 (extremite 3') 

(D) AUTRE S INFORMATIONS : modification par le groupe 
(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 3: 

CCCCCCAGCA CGTTTCTTGG AGCT 24 



(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 4: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 24 paires de bases 

(B) TYPE: nucleotide 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 
(ii) TYPE DE MOLECULE: ADNc 

( ix ) CARACTERISTIQUE : 
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(A) NOM/CLE : caracterist ique particuliere 

(B) EMPLACLEMENT ; 1 (extremite 5*) 

(D) AUTRES INFORMATIONS : modification par le groupe 

acridine 

( ix ) C ARACTE R I S T I QUE : 

(A) NOM/CLE : caracterist ique particuliere 

(B) EMPLACLEMENT : 24 (extremite 3*) 

(D) AUTRES INFORMATIONS : modification par H 
(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 4: 
CCCCCCAGCA CGTTTCTTGG AGCT 



(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 5: 

(i) CARACTERIST IQUE S DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 26 paires de bases 

(B) TYPE: nucleotide 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 
(ii) TYPE DE MOLECULE: ADNc 

( ix ) CARACTERIST IQUE : 

(A) NOM/CLE : caracteristique particuliere 

(B) EMPLACLEMENT : 24 

(D) AUTRES INFORMATIONS : G signifie inosine (i) 
( ix ) CARACTERISTIQUE : 

(A) NOM/CLE : caracteristique particuliere 

(B) EMPLACLEMENT : 26 (extremite 3') 

(D) AUTRES INFORMATIONS : modification par le groupe 

C 6 -NH 2 

(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 5: 
CCCACAGCAC GTTTCTTGGA GCAGGC 26 



(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 6: 

(i) CARACTERI S T I QUE S DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 21 paires de bases 

(B) TYPE: nucleotide 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 
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(ii) TYPE DE MOLECULE: ADNc 

<xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 6: 
CCCAGCACGT TTCTTGGAGC T 21 

(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 7: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 24 paires de bases 

( B ) TYPE : nucleot ide 

(C) NOMBRE DE BRINS : simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 
(ii) TYPE DE MOLECULE: ADNc 

(Xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 7: 
CCCCCCAGCA CGTTTCTTGG AGCT 24 

15 (2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 8: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 24 paires de bases 

(B) TYPE: nucleotide 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 
20 (D) CONFIGURATION: lineaire 

(ix) CARACTERISTIQUE : 

(A) NOM/CLE : caracteristique particuliere 

(B) EMPLACLEMENT : 23 

(D) AUTRE S INFORMATIONS : G signifie inosine (i) 
25 (ii) TYPE DE MOLECULE: ADNc 

(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 8: 
CCCCCCAGCA CGTTTCTTGG AGGT 24 



(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 9: 
30 (i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 24 paires de bases 

(B) TYPE: nucleotide 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 
35 (ii) TYPE DE MOLECULE: ADNc 

( ix ) CARACTERISTIQUE : 
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(A) NOM/CLE : caracteristique particuliere 

(B) EMPLACLEMENT : 22 

(D) AUTRE S INFORMATIONS : G signifie inosine (i) 
( ix ) CARACTERISTIQUE : 

(A) NOM/CLE : caracteristique particuliere 

(B) EMPLACLEMENT : 23 

(D) AUTRES INFORMATIONS : G signifie inosine <i) 
(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE : SEQ ID NO: 9: 
CATTTCCTCA ATGGGACGGA GGGA 24 



(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 10: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 26 paires de bases 

(B) TYPE: nucleotide 

15 (C) NOMBRE DE BRINS : simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 
(ii) TYPE DE MOLECULE: ADNc 
(ix) CARACTERISTIQUE : 

(A) NOM/CLE : caracteristique particuliere 
20 (B) EMPLACLEMENT : 24 

(D) AUTRES INFORMATIONS : G signifie inosine (i) 
(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 10: 
CCCCCAGCAC GTTTCTTGGA GCAGGC 26 

25 (2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: lis 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 26 paires de bases 

(B) TYPE: nucleotide 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 
30 (D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADNc 
(ix) CARACTERISTIQUE : 

(A) NOM/CLE : caracteristique particuliere 

(B) EMPLACLEMENT : 24 

35 (D) AUTRES INFORMATIONS : G signifie inosine (i) 

(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: lis 
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CCCACAGCAC GTTTCTTGGA GCAGGC 26 

(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 12: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 
5 (A) LONGUEUR: 19 paires de bases 

(B) TYPE: nucleotide 

(C) NOMBRE DE BRINS : simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 
<ii) TYPE DE MOLECULE: ADNc 

10 (xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE : SEQ ID NO: 12: 

CACGTTTCTT GCAGCAGGA 19 

(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 13: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 
15 (A) LONGUEUR: 22 paires de bases 

( B ) TYPE : nucleotide 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 
(ii) TYPE DE MOLECULE: ADNc 

(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 13: 
CAGCACGTTT CTTGCAGCAG GA 22 



20 



(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 14: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 
25 (A) LONGUEUR: 19 paires de bases 

( B ) TYPE : nucleotide 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 
(ii) TYPE DE MOLECULE: ADNc 

30 ( ix ) CARACTERISTIQUE : 

(A) NOM/CLE : caracterist ique particuliere 

(B) EMPLACLEMENT : 3 

(D) AUTRE S INFORMATIONS : G signifie inosine (i) 
(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 14: 
35 CAGGTTTCTT GCAGCAGGA 19 
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(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 15: 

(i) CARACTERI STIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 22 paires de bases 

(B) TYPE: nucleotide 

5 (C) NOMBRE DE BRINS : simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 
(ii) TYPE DE MOLECULE: ADNc 
(ix) CARACTERI STIQUE : 

(A) NOM/CLE : caracterist ique particuliere 
10 (B) EMPLACLEMENT : 6 

(D) AUTRES INFORMATIONS : G signifie inosine (i) 
(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 15: 
CAGCAGGTTT CTTGC AG C AG GA 22 

15 (2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 16: 

(i) CARACTERI STIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 26 paires de bases 

(B) TYPE: nucleotide 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 
20 (D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADNC 
(ix) CARACTERI ST I QUE : 

(A) NOM/CLE : caracteristique particuliere 

(B) EMPLACLEMENT : 10 

25 (D) AUTRES INFORMATIONS : G signifie inosine (i) 

(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 16: 
CCCCCAGCAG GTTTCTTGCA GCAGGA 26 



(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 17: 
30 (i) CARACTERI STIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 26 paires de bases 

(B) TYPE: nucleotide 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 
35 (ii) TYPE DE MOLECULE: ADNc 

(ix) CARACTERISTIQUE : 
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(A) NOM/CLE : caracterist ique particuliere 

(B) EMPLACLEMENT ; 10 

(D) AUTRE S INFORMATIONS : G signifie inosine (i) 
(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 17: 
5 CCCACAGCAG GTTTCTTGCA GCAGGA 26 

(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 18: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 26 paires de bases 
10 <B) TYPE: nucleotide 

- (C) NOMBRE DE BRINS : simple 
(D) CONFIGURATION: lineaire 
(ii) TYPE DE MOLECULE: ADNc 
(ix) CARACTERIST I QUE : 
15 (A) NOM/CLE : caracterist ique particuliere 

(B) EMPLACLEMENT : 10 

(D) AUTRE S INFORMATIONS : G signifie inosine (i) 
(ix) CARACTERIST IQUE : 

(A) NOM/CLE : caracterist ique particuliere 
20 (B) EMPLACLEMENT : 25 

(D) AUTRE S INFORMATIONS : G signifie inosine (i) 
(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 18: 
CCCACAGCAG GTTTCTTGCA GCAGGA 26 

25 (2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 19: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 26 paires de bases 

(B) TYPE: nucleotide 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 
30 (D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADNc 
(ix) CARACTERISTIQUE : 

(A) NOM/CLE : caracterist ique particuliere 

(B) EMPLACLEMENT : 10 

35 (D) AUTRE S INFORMATIONS : G signifie inosine (i) 

(ix) CARACTERISTIQUE : 
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(A) NOM/CLE : caracteristique particuliere 

(B) EMPLACLEMENT : 2 5 

(D) AUTRES INFORMATIONS : G signifie inosine (i) 
(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 19: 
CCCCCAGCAG GTTTCTTGCA GCAGGA 
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